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RESUMO: Tendo como base os conhecimentos referentes a atividade eritropoiética da membrana
vitelinica, a qual é considerada o primeiro sitio hematopoiético e vascular que surge nos mamiferos
durante a organogénese, somados ha funcdo de suporte a eritropoiese efetuado pelas células-tronco
mesenquimais, o presente trabalho visa verificar a expansao celular do saco vitelino através da
técnica de explant, em vista aos nichos celulares encontrados no anexo fetal. Para o cultivo do saco
vitelino foram utilizadas 5 cadelas com idades gestacionais de 30, 40 e 60 dias, foram conferidas
através de ultra-sonografia e do Crown-Rump de cada feto de acordo com Evans & Sack (1979). As
cadelas foram submetidas a ovariosalpingohisterectomia para a coleta do anexo fetal. Todo material
foi coletado na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo-USP.
O saco vitelino foi fragmentado manualmente (fragmentag&o mecanica), com auxilio de uma lamina
de bisturi até a obtencéo de um homogeneizado dos fragmentos de tecidos e grupos celulares, que
foram implantados na garrafa de cultivo de 5ml com o meio Eagle Dulbeco modificado-DMEM high
com 10% soro fetal e estreptomicina e penicilina. As células foram incubadas a 38,5°C, a 100% de
umidade e 5% de CO, A descrigdo morfolégica do cultivo celular foi realizada periodicamente com
auxilio do microscépio contraste de fase Nikon TS100. As células mantidas nestas condicdes
cresceram sob forma de monocamada, com tipos celulares distintos fusiformes e células grandes
com prolongamentos citoplasmaticos como fibroblast-like
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INTRODUGAO

Castro-Malaspina realizaram muitos trabalhos na tentativa de isolar as células-tronco mesenquimais
em cultivo utilizando soro, conseguindo resultados semelhantes com populacéo de células-tronco
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mesenquimais purificadas. Este avanco trouxe o entendimento e muitos esclarecimentos em relaco
a biologia destas células, porém, gerou diferentes terminologias para a aplicacdo deste tipo celular
com capacidade de adesao e morfologia fibroblastoide, derivadas dos mais diversos tecidos (BAKSH
etal., 2004).

De acordo com os estudos realizados pelos autores Guerreiro et al., (1997); Zanjani et al., (1993):
Clapp et al., (1995); Tavian et al, (1999), durante a organogénese humana foi demonstrado a
proliferacéo e diferenciacdo de progenitores de células-tronco hematopoiéticas, em diversos nichos
como saco vitelino, regido ventral da aorta, figado fetal, timo, bago e medula 6ssea. Os precursores
derivados do saco vitelino sao responsaveis pela colonizagdo e pelo desenvolvimento
hematopoiético de outros tecidos, sendo seqiiencialmente desenvolvidos no embri&o e no feto como,
por exemplo, no figado, timo, baco, bursa de fabricio nas aves e medula 6ssea (MOORE and
METCALF, 1970).

A fungdo das células-tronco mesenquimais fetais em humanos ainda nao foi bem esclarecida, no
entanto ela exerce um papel no estabelecimento e na manutengdo de células-tronco
hematopoiéticas e de seus progenitores (CAMPGNOLI, et al., 2001; O DONOGUE; FISK, 2004). Ja,
as células-tronco mesenquimais no organismo humano adulto, atuam como reservatorios de células
reparativas através de sinais, como danos teciduais, fraturas, inflamagées, necroses e tumores
(PALERMO et al., 2005).

MATERIAL E METODOS

Para o cultivo do saco vitelino foram utilizadas 5 cadelas com idades gestacionais de 30, 40 e 60
dias, no qual foram conferidas através de ultra-sonografia e confrontadas com o Crown-Rump de
cada feto de acordo com a metodologia preconizada por Evans & Sack (1979). Depois de
estabelecida a idade fetal media, os animais foram submetidos a ovariosalpingohisterectomia, para a
coleta do anexo fetal. Todo material foi coletado na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de S&o Paulo-USP. Os sacos vitelinos foram fragmentados manualmente
(fragmentacéao mecanica), com auxilio de uma lamina de bisturi até a obtencdo de um

homogeneizado dos fragmentos de tecidos e grupos celulares, sendo submetidos a lavagem com
solugdo de Tampao Fosfato livre de fons Ca*2/ Mg *? (PBS-L). Os pequenos fragmentos foram
implantados na garrafa de cultivo de 5ml com o meio Eagle Dulbeco modificado-DMEM high com
10% soro fetal e estreptomicina e penicilina. As células foram incubadas a 38,5°C, com umidade
relativa proxima de 100% e atmosfera gasosa de 5% de CO, Foi realizada a fotodocumentacao
periodicamente do cultivo celular com auxilio microscopio contraste de fase Nikon TS100.

RESULTADOS E DISCUSSAO

pequenas com formato alongado, fusiformes e citoplasma reduzido enquanto que o segundo tipo,
apresentava prolongamentos citoplasmaticos bem maiores.

Estes achados morfologicos s&o semelhantes com as caracteristicas morfologicas das células de
origem mesenquimal descritas por BANKS (1992) no organismo in vivo. O qual ressalta que a célula

as células com prolongamentos citoplasmaticos (células estreladas), apresentam um nucleo grande
sendo facilmente identificado. Este ltimo  tipo celular assemelha-se morfologicamente aos
fibroblastos, sendo estas consideradas células diferenciadas, fato compativel com as descricées de
COLTER et al. (2001) e PROCKOP et al. (2001).

LEE et al. (1983), ao estudar a ultraestrutura do saco vitelino do céo, descreve que este é composto
por 3 camadas: endoderma, mesoderma intermediario a estes o mesénquima. Os principais
constituintes do mesénquima séo vasos sanguineos, ilhas sanguineas, fibras, tecido conectivo ou
conjuntivo e células do tecido conectivo. O autor ainda ressalta, que no interior das ilhas vasculares
do saco ha uma grande quantidade de eritrécitos, em varios estagios de desenvolvimento o
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maturagéo. Com base na organizacao morfolégica e seus componentes celulares como relatado pelo
autor e colaboradores, era esperado o crescimento de células de origem fibroblast-like em cultivo,
pois 0 anexo embrionario & constituido por nichos de células tronco, que se encontram
especificamente no interior das ilhas eritropoieticas, partindo de um precursor comum o
hemangioblasto.

Outro fato que justifica o crescimento deste tipo celular € o meio de cultivo utilizado. Estas células
em cultivo possuem capacidade de aderir ao plastico e expandir in vitro (PITTENGER et al., 1999).
Uma das condi¢cbes para sua expansao e a presenga de soro fetal bovino, suas colénias s&o
aderentes, com aparéncia fibroblastica (YOUNG et al., 2002). O meio de cultivo DMEM com 10%
soro fetal contém poucos nutrientes além de ser considerado nZo seletivo, uma vez que as células
com caracteristica fibroblast-like ou com aparéncia fibroblastoide ndo sao exigentes, crescem
faciimente aderindo ao plastico expandindo-se formando colénias fibroblastoide assim como 0s
mencionado pelos autores acima.

CONCLUSAO

Com base nos resultados parciais, podemos concluir que & possivel isolar células-tronco
mesenquimisl do tecido vitelinico nos diferentes periodos gestacionais, visto que, as células descritas
€m nossos resultados possuem caracteristicas de fibroblast-like semelhantes ao encontrados nas
células-tronco mesenquimais. Desta forma, se fazem necessarios estudos detalhados como
marcacao celular e utilizagdo de meios de cultivo especificos, para o estabelecimento e a
manutengao da linhagem de células-tronco mesenquimais em cultura.
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