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RESUMO

Introducio: as células-tronco mesenquimais (CTM) sdo candidatas para o reparo tecidual e
controle da inflamacdo no tratamento de diversas doencas veterinarias. Neste contexto, ¢
importante a criopreservagao dessas células para a criacdo de biobancos e disponibilidade
imediata em terapéuticas celulares, garantindo a manutencdo de suas caracteristicas
funcionais e  transporte adequado. Objetivos: expandir in vitro e caracterizar
morfologicamente as CTM de caes; avaliar diferentes protocolos de criopreservagado para as
CTM, tendo como padrdo a criopreservacgao de células VERO que sdo células de linhagem
continua provenientes de rim de macaco. Metodologia: as CTM foram extraidas do tecido
adiposo subcutineo de caes utilizando a enzima colagenase tipo Il e fragmentagao fisica, e
caracterizadas morfologicamente por microscopia Optica. As células VERO foram
expandidas in vitro a partir de uma cultura secundaria. A avaliagdo de um protocolo de
criopreservacdo eficiente para as CTM tendo como padrao as células VERO foi feita
utilizando-se dois protocolos: “Protocolo A”, solu¢do contendo 10% dimetilsulfoxido
(DMSO) em soro fetal bovino (SFB); “Protocolo B”, solu¢do contendo 5% DMSO e 20%
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SFB, em meio RPMI. Em ambos os protocolos as células foram congeladas a -80°C por 30
dias e a viabilidade das CTM e das células VERO foi analisada, antes e apds o congelamento,
por coloragdo em Azul de Trypan 0,4% em PBS. Resultados e discussdo: as células
extraidas do tecido adiposo de caes apresentaram morfologia semelhante a fibroblastos e
aderéncia a plataforma de cultura, com um tempo de confluéncia reduzido a cada passagem
de cultura. Apds trinta dias da criopreservacao, as CTM apresentaram viabilidade de 71,2%
e 72%, quando recuperadas dos protocolos A e B, respectivamente. Em comparagdo com as
células VERO que apresentaram uma viabilidade de 80,90% e 68,5%, quando recuperadas
dos protocolos A e B, respectivamente, ambos os protocolos foram adequados para o
congelamento das CTM, uma vez que ndo se observou diferengas significativas na
viabilidade celular antes e apds o congelamento. Entretanto, as células VERO foram
recuperadas com uma viabilidade maior quando se utilizou o protocolo A. Isto pode ser
explicado pela porcentagem maior de SFB no protocolo A. Conclusido: a depender da
linhagem celular, o protocolo de congelamento celular podera interferir na viabilidade da
célula apos o descongelamento. Além disso, o uso de uma porcentagem maior de SFB podera
favorecer a recuperagao celular.

Palavras-chave: Terapéutica celular; Biobancos; Clinica Veterinaria; Viabilidade Celular;
Proliferagdo celular.

ABSTRACT

Introduction: mesenchymal stem cells (MSCs) are candidates for tissue repair and
inflammation control in the treatment of several veterinary diseases. In this context, it is
important to cryopreservation of these cells for the creation of biobanks and immediate
availability in cellular therapies, ensuring the maintenance of their functional characteristics
and adequate transport. Objectives: to expand in vitro and morphologically characterize canine
MSCs; to evaluate different cryopreservation protocols for MSCs, taking as standard the
cryopreservation of VERO cells, which are continuous lineage cells from monkey kidney.
Methodology: MSCs were extracted from the subcutaneous adipose tissue of dogs using the
enzyme collagenase type II and physical fragmentation, and morphologically characterized by
optical microscopy. VERO cells were expanded in vitro from a secondary culture. The
evaluation of an efficient cryopreservation protocol for MSCs using VERO cells as the standard
was performed using two protocols: “Protocol A”, a solution containing 10% dimethyl
sulfoxide (DMSO) in fetal bovine serum (FBS); “Protocol B”, a solution containing 5% DMSO
and 20% FBS, in RPMI medium. In both protocols, the cells were frozen at -80°C for 30 days
and the viability of MSCs and VERO cells was analyzed, before and after freezing, by staining
with 0.4% Trypan Blue in PBS. Results and discussion: the cells extracted from the adipose
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tissue of dogs presented morphology similar to fibroblasts and adherence to the culture
platform, with a reduced confluence time with each culture passage. After 30 days of
cryopreservation, the MSCs presented viability of 71.2% and 72%, when recovered from
protocols A and B, respectively. In comparison with VERO cells, which showed viability of
80.90% and 68.5% when recovered from protocols A and B, respectively, both protocols were
suitable for freezing MSCs, since no significant differences in cell viability were observed
before and after freezing. However, VERO cells were recovered with higher viability when
protocol A was used. This can be explained by the higher percentage of FBS in protocol A.
Conclusion: depending on the cell line, the cell freezing protocol may interfere with cell
viability after thawing. Furthermore, the use of a higher percentage of FBS may favor cell
recovery.

Keywords: Cell therapy; Biobanks; Veterinary Clinic; Cell viability; Cell proliferation.

Introducao

As células-tronco mesenquimais (CTM) s@o uma populacao heterogénea de células
multipotentes que apresentam a capacidade de se diferenciar em células do mesénquima
como adipdcitos, condrocitos e osteocitos (1), com fungdes na regeneragdo de tecidos e na
imunomodulacdo. Desta forma, interferem na inflamacdo por meio da modulacdo das
respostas da imunidade inata (2) e adquirida, quando em microambientes inflamatdrios com
altos niveis de interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon

gama (IFN-y) (3).

Além disso, outros efeitos terapéuticos tém sido observados como promog¢do da
angiogénese, sobrevivéncia da célula e quimiotaticas. O mecanismo de acdo das CTM
ocorre através da liberacao de mediadores paracrinos anti-inflamatorios (4), como também
através da liberagcdo de exossomos que atuam como mensageiros da comunicacao celular

independente do contato célula a célula (5).

A manutengao das células em cultura por longo periodo pode proporcionar efeitos
deletérios como instabilidade fenotipica, morte celular, senescéncia e até contaminagao (6).
Sendo assim, o desenvolvimento de procedimentos adequados de armazenamento a médio

e longo prazo sdo de fundamental importancia para manutengao da viabilidade celular, além
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de manter suas caracteristicas como sua capacidade fenotipica, capacidade de diferenciacao

para contribuir diretamente em sua aplicagdo terapéutica in vivo (7).

A criopreservagao consiste na conservacao de células, tecidos ou amostras
biologicas em temperaturas negativas, na presenga de crioprotetores como DMSO, glicerol,
etilenoglicol ou propilenoglicol para manuten¢do da integridade da amostra para posterior
utilizagdo (8). Dessa forma, a criopreservacdo celular possibilita o armazenamento e
transporte celular sem danifica-las, possibilitando aplicagdes clinicas, além de reduzir o
tempo de espera da amostra ficar pronta e tornando-a de maior qualidade (9). Dessa forma,
a criopreservacdo ¢ o armazenamento de células-tronco sdo essenciais para que um

biobanco mantenha uma colec¢ao de linhagens celulares para pesquisa e uso clinico (10).

Dessa forma, o objetivo central do trabalho foi avaliar dois protocolos de
criopreservacdo para CTM a fim de analisar a sua viabilidade e identificacdo do protocolo
mais eficaz. Como comparagdo, os mesmos protocolos foram avaliados em células VERO,
as quais sdo células epiteliais renais de linhagem continua, extraidas de um macaco verde

africano.

Material e Métodos

Isolamento e cultivo das células-tronco mesenquimais

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal
(CEUA) da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC) sob o nimero 008/20. As CTM
foram obtidas de caes provenientes do hospital veterinario da UESC.

Inicialmente o fragmento de tecido adiposo da regido inguinal de cdes, isolado
cirurgicamente, foi lavado com PBS 0,15M. A fim de se separar as CTM da fragdo
adipocitaria, o tecido foi fragmentado com uma tesoura e, posteriormente, incubado com

solucdo de colagenase do tipo II (Sigma) a 0,15% por 60 min em estufa (37° C, 5% de CO»),
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sendo periodicamente agitado.

Ap0s esse periodo, o material biologico foi centrifugado a 1400 RPM por 10 min e,
em seguida, o sobrenadante descartado. O precipitado de células foi ressuspendido em meio
DMEM (Meio Eagle Modificado de Dulbecco) (Gibco) suplementado com 10% soro fetal
bovino (SFB; Cultilab), 1% dos antibidticos penicilina/estreptomicina (Biopremier) e 60
mg/mL de gentamicina (Chemitec) e, entdo cultivado em placas de seis pogos (Nunc), em
uma estufa com atmosfera de 5% de CO; a 37°C até a confluéncia em um grau aproximado
de 90%.

O meio de cultura foi trocado pelo menos duas vezes a cada semana. Quando as
células atingiram o grau de confluéncia de 80-90%, foi feita a passagem de um pogo para
dois pogos de uma placa de seis pogos. Esse tratamento permitiu a expansao da populagao
de CTM e, consequentemente sua purifica¢do. Tratamento realizado até a terceira passagem

(P3), a fim de evitar a senescéncia proliferativa, quando as células foram utilizadas.

Cultura de células VERO

As células VERO utilizadas j& se encontravam preservadas a -80°C e foram
descongeladas em banho-maria a 37°C. Em seguida, as células foram lavadas adicionando-
se meio RPMI (Gibco Roswell Park Memorial Institute) suplementado com 10% SFB 1%
antibidtico PSA (Penicilina-estreptomicina e ampicilina) e recuperadas sob centrifugagdo a
1400 RPM, por 10 minutos. O sedimento de células foi ressuspendido em meio RPMI
suplementado com 10% SFB 1% PSA e, entdo, cultivado em placas de seis pogos em uma
estufa a 5% de CO» e 37°C. O meio de cultura foi trocado pelo menos duas vezes a cada
semana até a confluéncia de 80-90% quando foi feita a passagem de um pocgo para dois
pogos de uma placa de seis pogos, totalizando 3 passagens. Para tanto, adicionou-se solucao

de tripsina/EDTA (Sigma) 0,05%.
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Criopreservagdo de células VERO e CTM

Ao atingirem a confluéncia de 90%, as células foram submetidas a digestdo
enzimatica com tripsina/EDTA (Sigma) 0,05%. Para tanto, retirou-se o meio de cultura do
poco, adicionou-se 500 pL de tripsina e incubou-se por 3 minutos na estufa para as células
soltarem. Apos esse periodo, conferiu-se no microscopio Optico a auséncia de aderéncia das
células na plataforma de cultura e, em seguida, neutralizou-se a agdo da tripsina com o meio
RPMI 10% SFB 1% PSA.

As células foram recuperadas por centrifugacdo a 1400 RPM, 4°C por 10 minutos,
formando um pellet e ap6s, descartou-se o sobrenadante e o precipitado foi ressuspendido
em 1 mL de RPMI ou DMEM, de acordo com o tipo celular. As células foram contadas em

camera de Neubauer e a viabilidade analisada por Azul de Trypan (descrito a seguir). O
numero de células foi ajustado para 3,2 x 10° por criotubo.

Foram realizados dois protocolos: no protocolo A, as células (3,2 x 10°%) foram
ressuspendidas em 0,5 mL de SFB e transferidas para os criotubos previamente
identificados. Posteriormente, cerca 0,5 mL de uma solugdo de 20% dimetilsulfoxido
(DMSO) em SFB foram adicionados em cada criotubo. No protocolo B, as células (3,2 x
10%) foram ressuspendidas em 0,5 mL de RPMI suplementado com 20% de SFB,
transferidas para os criotubos identificados e adicionados mais 0,5 mL de uma solugdo de

20% SFB e 10% DMSO, em meio RPMI. Todo o procedimento foi realizado no gelo. Em

ambos os protocolos as células foram armazenadas, nas primeiras 24 horas, a -20°C, e em

seguida transferidas para o ultrafreezer -80°C até o descongelamento.

Apo6s os 30 dias de criopreservacdo realizou-se o descongelamento de ambas as
linhagens celulares. Para tanto, os criotubos foram retirados do -80°C e colocados em banho-
maria a 37°C por alguns segundos até o descongelamento celular. Imediatamente, as células
foram lavadas com meio DMEM (Gibco) ou RPMI, de acordo com o tipo celular,
suplementados com 10% de SFB (Cultilab) para retirar o DMSO. Em seguida, as células

foram recuperadas por centrifugagdo a 1400 RPM, 4°C por 10 minutos e submetidas a analise
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de viabilidade celular.

Anadlise da viabilidade celular

As células VERO e as CTM foram recuperadas da centrifugagdo foram
ressupendidas em 1 mL de meio de cultura e diluidas 1:100 em solugdo Azul de Tripan
0,4% (Gibco) e homogeneizado. Em seguida, colocou-se 10uL da amostra na cdmara de
Neubauer para visualizagdo em microscopio optico e contagem das células viaveis (ndo
coradas) e ndo viaveis (células azuis). O calculo de viabilidade foi expresso em
porcentagem, dividindo o total de células viaveis (ndo coradas) pelo nimero de células
totais (coradas e nao coradas), multiplicado por 100. A viabilidade foi analisada no dia da
criopreservagao (dia zero; DO0), e trinta dias apds a criopreservacao (dia trinta; D30) quando

as células foram descongeladas.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados no programa estatistico GraphPrism 8.0.1, aplicando-se

o teste ¢ de Student, sendo considerado estatisticamente significativo os valores de p<0,05.

Resultados e Discussao

Extragdo e expansdo da cultura de CTM

As CTM foram extraidas do tecido adiposo de caes e apds nove dias da cultura in vitro,
apresentaram morfologia fibroblastdide e confluéncia adequada para realizagdo da primeira
passagem (P1). Para as demais passagens (P2 e P3), o intervalo de tempo caiu gradativamente
para quatro e trés dias, respectivamente (Figura 1). Desta forma, notou-se que o tempo para
atingir a confluéncia de 90% reduziu a cada passagem de cultura. Além disso, as CTM

apresentaram morfologia “fibroblastoide like”, classica de CTM, com aderéncia a plataforma
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de cultura (Figura 2), de acordo com o preconizado pela Sociedade Internacional de Terapia

Celular (ISCT) (11).

10 dias

8 dias

6 dias

4 dias

2 dias

0 dias
P1 P2 P3

Passagens

Figura 1: Intervalo de tempo para as passagens de cultura das CTM de cées. As células foram extraidas do
tecido adiposo de cées e cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% SFB. Quando as células atingiram
uma confluéncia de 90%, foi feita a passagem (P) de uma garrafa para duas garrafas de cultura (1:2).
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Figura 2: Cultura de células-tronco mesenquimais extraidas do tecido adiposo de cédes. Observar a morfologia
“fibroblastoide like” das CTM (seta preta). Aumento: 400x.

Expansado da cultura de células VERO
As células VERO sao isoladas do epitélio do rim de Chlorocebus sp, sendo extensivamente
utilizadas em ensaios de cultura celular (12). As células apresentaram formato fibroblastoide

(Figura 3) e rapido crescimento, sendo que em cerca de sete dias a cultura adquiriu 80% de

confluéncia.
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Figura 3: Cultura de células VERO, apds o descongelamento. Aumento: 400x.

Avaliacdo dos protocolos de criopreservacio em células-tronco mesenquimais
Ao avaliar os diferentes protocolos de criopreservagdes com diferentes concentragdes
de DMSO verificou-se que no dia zero (D0) a populagdo de CTM caninas apresentava uma
média de 90% de viabilidade. Trinta dias apds o descongelamento (D30), verificou-se uma
média de viabilidade celular similar entre os “Protocolo A” (71,2%) e “Protocolo B” (72%)).
Dessa forma, em ambos os protocolos houve redugdo na viabilidade celular, porém nao

significativa (Figura 4).
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Figura 4: Viabilidade das CTM de cées apos criopreservacao em diferentes protocolos. Protocolo A utilizou
10% DMSO em SFB. Protocolo B utilizou 5% DMSO e 20% SFB em meio RPMI. Grupo controle (D0); grupo
criopreservado (D30).

Estudos demonstraram que o DMSO ¢ citotdxico para as CTM (13-15), ao reduzir sua
capacidade de proliferacao e diferenciacao apds o congelamento (16). Portanto, € realizado a
lavagem das CTM para retirada do crioprotetor imediatamente apds o descongelamento

reduzindo a possibilidade de citotoxidade (17).

Ding e colaboradores (2010) nao identificaram diferengas na viabilidade celular,
formacao de colonias, taxa de proliferacao, potencial de diferenciacdo, expressao de marcadores
de superficie e capacidade imunomoduladora das CTM criopreservadas com 10% de DMSO e
90% de SFB (18). Assim, a concentragcdo de 10% DMSO nao afetou a capacidade proliferativa
celular (19). No entanto, no presente estudo, a utilizacdo de 10% de DMSO também ndo

comprometeu a viabilidade celular.
Thirumala e colaboradores (2020) analisaram um protocolo de criopreservacao

composto por 80% de SFB e 10% de DMSO, obtendo uma taxa de sobrevivéncia celular
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superior a 80% (20). A taxa de viabilidade celular, bem como a capacidade de diferenciagdo
em adipocitos e osteoblastos das CTM derivadas do tecido adiposo, demonstrou uma
sobrevivéncia superior a 90% ap0s os processos de congelamento e descongelamento em meio
contendo 10% de DMSO (21). Além disso, a combinagdo de DMSO e SFB ¢ amplamente
empregada em protocolos de criopreservagdo de diferentes tipos celulares, como
espermatozoides, favorecendo uma maior taxa de motilidade espermatica apds o

descongelamento (22).

Avaliagdo dos protocolos de criopreservacio em células VERO

Ap0s as células VERO atingirem 90% de confluéncia, a viabilidade celular foi analisada
por meio do azul de tripan, antes do processo de congelamento (D0). Neste periodo, as células
VERO apresentaram uma viabilidade de 85,95%. Trinta dias apds a criopreservagdo (D30), as
células VERO criopreservadas com o protocolo A apresentaram uma viabilidade de 80,90%,
compativel com os dados do DO. Em contrapartida, verificou-se uma reducao significativa

(P<0,05) na viabilidade celular (68,5%) no grupo tratado com o protocolo B (Figura 5).
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Figura 5: Viabilidade das células VERO apés criopreservacio em diferentes protocolos. Protocolo A
utilizou 10% DMSO em SFB. Protocolo B utilizou 5% DMSO e 20% SFB em meio RPMI. Dados significativos
(P<0,05) estdo representados por asteriscos (**) em relagdo ao grupo controle (DO0).

A diferenga na viabilidade observada entre os protocolos pode ser explicada pelas
concentragdes de SFB e DMSO. Enquanto o “protocolo A’ apresenta 10% DMSO em SFB, o
“protocolo B” apresenta 20% SFB e 5% DMSO em meio RPMI, verificando menores
quantidades de SFB e DMSO quando comparado ao primeiro. Portanto, a maior porcentagem

de SFB pode ter sido benéfica para manutengdo da viabilidade celular das células VERO.

As lesdes geradas na célula no processo de congelamento sdo ocasionadas pela
formacgao de cristais de gelo intra e extracelular (23) tendo em vista que essa formagado de gelo
extracelular promove um efluxo osmotico elevando a concentragdo de solutos intracelulares, o
que pode provocar um dano osmotico devido a toxicidade do soluto (22). Além disso, se as
células forem resfriadas em uma velocidade elevada impede com que ocorra a saida correta de

agua da célula, assim, forma cristais intracelulares que lesam a estrutura celular por
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proporcionar danos mecanicos (24). Para mais, o congelamento promove um estresse
promovendo a formagdo de espécies reativas de oxigénio que estimulam a apoptose celular

(24). Por este motivo deve-se associar um crioprotetor nos protocolos de congelamento.

O mecanismo de acdo dos crioprotetores esta relacionado com a sua capacidade de se
unir a moléculas de dgua evitando a formagdo de cristais de gelo e reduzir o potencial lesivo
das grandes concentragdes de soluto para realiza¢do da desidratagdo, a fim de evitar formagao
de cristais no interior das células (25). Para a criopreservacao ser eficaz, ou seja, para que ela
mantenha preservada as caracteristicas celulares, ¢ necessario um resfriamento bem controlado
e a concentragdo adequada de um agente crioprotetor. Dessa forma, o agente protetor
proporciona que a agua deixe a célula lentamente a fim de manter preservada a integridade da
membrana celular, contudo, esse processo deve ser rapido o suficiente para bloquear a formagao

de cristais de gelo em seu interior (26).

O DMSO ¢ um agente crioprotetor hidrofilico, incluido no grupo de substancias de
baixo peso molecular que possuem a capacidade de penetrar na membrana plasmatica celular e
prevenir a formagao de ntcleos de cristais de gelo e desacelerar o crescimento do cristal de gelo

intracelular (15, 23, 27).

Pereira et al., 2020 evidenciou que aumentar as concentragdes de SFB apresentou efeito
benéfico para criopreservagao de células somaticas de Pecari tajacu Linnaeus (28). As solugdes
de criopreservagdo sao mais frequentemente suplementadas com 10% de DMSO (25) visto a
acao citotoxica. Contudo, essa concentragdo mantém o efeito benéfico para o congelamento e
reduz a possibilidade de promover reducdo na viabilidade celular (23). Um estudo relatou que
quando testadas com concentragdes de DMSO de 0 a 10% na auséncia de SFB, as porcentagens
de células apoptoticas, necréticas e vivas foram de 20%, 50% e 30%, respetivamente (29), dessa

forma, evidencia o efeito benéfico da presenca do SFB na manutencao da viabilidade celular.
Conclusao

Conclui-se que as CTM isoladas do tecido adiposo de caes demonstraram um

comportamento adequado de proliferacio e aderéncia em plataforma de -cultura,
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apresentando caracteristicas morfolégicas tipicas e confluéncia celular crescente apds cada
passagem. A analise dos protocolos de criopreservagao, utilizando diferentes concentragdes
de DMSO e SFB, mostrou que ambos os protocolos testados reduziram a viabilidade
celular, embora sem diferengas significativas, com resultados dentro dos padrdes esperados
para a preservacao de células VERO e CTM. O uso de DMSO como crioprotetor provou
ser eficaz em prevenir danos estruturais causados pela formacao de cristais de gelo, sendo
sua concentragdo um fator determinante para a manutencdo da viabilidade celular apds o
descongelamento. A maior porcentagem de SFB, em particular, mostrou-se benéfica para a
preservacdo da integridade celula. Esses achados reforcam a importancia de um controle
preciso sobre os agentes crioprotetores € os processos de resfriamento para garantir a

preservagao das caracteristicas funcionais e viabilidade das células criopreservadas.
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