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1. INTRODUCAO

O recente advento das pesquisas biomédicas em terapia celular e
engenharia tecidual ttm possibilitado novas abordagens para o tratamento futuro
das doencas mais letais, como o acidente vascular cerebral e o infarto agudo do
miocardio (Segers e Lee, 2008; Banerjee et al.,, 2011). Ainda assim, o uso de
células-tronco embrionarias para tal finalidade apresenta riscos teratogénicos e
questbes éticas agregadas, reduzindo a aplicabilidade destas em medicina
regenerativa. Como alternativa, buscam-se novas fontes de células-tronco em
tecidos adultos, as quais apresentam isolamento simplificado e grande potencial
terapéutico (Nardi e Camassola, 2011).

Neste ambito, inimeros estudos recentes indicam o tecido adiposo como
local ideal para a obtencdo de células multipotentes, denominadas células-tronco
adiposo-derivadas (ADSCs). O rapido e crescente uso destas células em
biotecnologia € justificado pelo seu facil isolamento por lipoaspiragdo, o que permite
terapias autdlogas acopladas a perda de peso. Quando cultivadas in vitro, as ADSCs
podem ser diferenciadas em osteoblastos, condrocitos, adipécitos, midcitos e,
embora menos compreendidos, hepatécitos e neurdnios. Além disso, apresentam
alta aplicabilidade em engenharia tecidual quando associadas a ambientes
tridimensionais e fatores de crescimento, diferenciacdo e angiogénese (Yarak e
Okamoto, 2010).

Citocinas sado pequenas moléculas proteicas, secretadas por células da
glia e do sistema imune que atuam inibindo ou estimulando o crescimento e a
proliferacdo celular, além de apresentarem papel fundamental na imunomodulacéo e
no desenvolvimento embrionario. Amplamente empregada nos processos de
hepatogénese in vitro, a Oncostatina M (OSM) € uma citocina glicoproteica de 28
KDa que apresenta efeitos simultaneos de inibicdo tumoral e estimulo proliferativo
de células-tronco (Song et al., 2005). Ainda assim, sua dose terapéutica para uso
em ADSCs ndo se encontra bem evidenciada e seus efeitos citotoxicos permanecem
desconhecidos.

Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho foi evidenciar os niveis
proliferacdo in vitro de células-tronco adiposo-derivadas humanas quando tratadas
com diferentes concentracdes de Oncostatina M, por tempos distintos de incubacéo.
Por meio deste, buscou-se estabelecer a melhor concentracdo desta citocina para a
expansdo de ADSCs, possibilitando novas perspectivas a sua aplicacdo futura para
terapia celular em larga escala.
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2. METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

AplOs a obtencdo do termo de consentimento livre e esclarecido dos
pacientes, as células-tronco adiposo-derivadas foram isoladas de lipoaspirados,
seguindo o protocolo descrito por Zachar et al. (2011). Apd6s o cultivo in vitro por 4-5
dias, as ADSCs passaram pelos processos de caracterizacdo imunofenotipica por
citometria de fluxo e diferenciacéo celular osteogénica, condrogénica e adipogénica,
visando confirmar a multipoténcia das células em questdo. Estas apresentaram
resultados positivos para a expressdo dos marcadores mesenquimais CD29, CD44,
CD90 e CD105 e negativos para a expressdo de marcadores hematopoiéticos, como
c-kit, CD14 e CD34 (Dominici et al., 2006). Células caracterizadas como
multipotentes e de origem mesenquimal foram expandidas in vitro para posterior
utilizacdo no experimento. Neste estudo, foram empregadas ADSCs em passagens
4 a 10, cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado
com 10% de soro fetal bovino, em incubacéo a 37°C e 5% CO..

As células foram cultivadas nas condicdes acima descritas e
desagregadas para posterior contagem e plagueamento. Apds a remoc¢ao do meio
de cultivo e lavagem, foi realizada a tripsinizacdo por 7 a 10 minutos. Por ultimo,
foram executados os procedimentos de contagem em Camara de Neubauer e
plagueamento em placa de 96 pocos, na concentracao de 3,2 x 103 células/poco, 0s
guais receberam 150 uL de DMEM. As células plagueadas foram mantidas em
cultivo por 24 horas para permitir a adesao celular. Entdo, removeu-se 0 meio dos
pocos para adicionar novos 150 pL de meio, desta vez suplementado com
Oncostatina M recombinante humana (OSM) (Sigma-Aldrich, USA) nas
concentracbes de 1, 2.5, 5, 10, 15 e 20 ng/mL, preparadas em PBS estéril. O efeito
destas adicbes de OSM foi avaliado em trés pacientes distintos, por trés diferentes
tempos de incubacdo — 24, 48 e 72 horas. Como controle negativo, utilizou-se o
cultivo de ADSCs em meio ndo suplementado com OSM. Todos 0s experimentos
acima foram executados em triplicata.

A analise de viabilidade celular foi realizada pelo ensaio de MTT. Depois
de incubadas pelos tempos acima citados, as placas tiveram seu meio removido e
foram adicionados 5 pL de MTT (brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) (Sigma-Aldrich, USA) 5 mg/mL e 45 yL de DMEM. Entdo, as placas
foram incubadas a 37°C e 5% CO. por 2,5 horas, possibilitando a conversao do MTT
em cristais de formazan, reacdo catalisada por redutases mitocondriais de células
vidveis. Por ultimo, o meio foi removido e os cristais de formazan foram solubilizados
com a adicdo de 200 pL de dimetilsulféxido (DMSO), permitindo a leitura da
absorbéancia das amostras em leitor de placas Multiskan 347 no comprimento de
onda de 540 nm.

A significancia estatistica dos resultados de viabilidade celular foi avaliada
pela comparacdo entre médias, através de analises de varidncia (ANOVA). Estas
andlises e o consequente processamento grafico dos resultados foram realizados
pelo software GraphPad Prism 5.04. Foram consideradas significantes as variacdes
com p<0.05.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de absorbancia das amostras foram empregados na
construgdo de graficos comparativos (média + SEM), 0s quais permitem observar a
influéncia das diferentes concentracbes de OSM e tempos de incubacao, além da
possivel interacdo existente entre estas duas variaveis. Dentre os graficos obtidos,
destaca-se a Figura 1, a qual permite uma analise geral dos efeitos acima citados.
Observando este grafico, interpreta-se que a proliferacdo de ADSCs tratadas com
OSM reduz a medida que o tempo de incubacdo aumenta, sugerindo possivel efeito
citotoxico desta glicoproteina as células utilizadas.
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Figura 1 - Taxas de proliferacdo celular de células-tronco adiposo-derivadas (ADSCSs)
tratadas com diferentes concentragdes da citocina Oncostatina M (OSM) por tempos distintos
de incubacéo.

Quando analisado pelo teste ANOVA, o tempo de incubacédo apresentou
diferenca estatistica significativa (p=0.03). Em contrapartida, as diferentes
concentracbes testadas ndo afetaram os resultados estatisticos de modo
significativo (p=0.15), sugerindo a necessidade de novas repeticdes do experimento,
a fim de aumentar o n amostral e, consequentemente, reduzir as variancias
observadas. Ainda assim, os resultados parciais indicam que a citocina Oncostatina
M estimula a proliferacdo de células-tronco adiposo-derivadas, sendo este efeito
proliferativo reduzido com o aumento do tempo de incubacéo, sugerindo um efeito
citotoxico tempo-dependente.

Os resultados deste trabalho indicam que o efeito mais promissor de
OSM para a expanséo in vitro de ADSCs humanas é verificado durante a incubacao
por 24h, diferindo dos resultados de Song et al. (2005) que analisaram o tratamento
por 48h. Uma breve andlise do trabalho citado permite concluir que o autor avaliou a
influéncia de diferentes tempos de incubacéo apenas para o tratamento com OSM
10 ng/mL, concluindo de forma precipitada sobre os efeitos tempo-dependentes da
citocina em questdo. Assim, o presente trabalho complementa o estudo anterior e
apresenta resultados mais solidos acerca da aplicatibilidade desta glicoproteina para
0 aumento das taxas de proliferacdo de células-tronco adiposo derivadas.
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4. CONCLUSAO

A realizacédo deste trabalho possibilitou uma analise efetiva da influéncia
da citocina Oncostatina M sobre a proliferacdo de células-tronco adiposo-derivadas,
concluindo que os efeitos promissores desta glicoproteina sdo tempo-dependentes,
decrescendo com o aumento do periodo de incubacdo. Assim, para a obtencdo de
aumentos significativos nas taxas de expanséao in vitro de ADSCs, é recomendada a
incubacao por 24h em concentracdes intermediarias aquelas aqui apresentadas.

Visando melhor evidenciar a concentracdo ideal para suplementacao,
novos estudos serdo realizados, analisando a expressédo de genes relacionados ao
processo de morte celular programada. O presente resultado, somado a futuras
investigac6es moleculares, proporcionara o completo entendimento da aplicabilidade
de Oncostatina M na proliferacdo de células-tronco adiposo-derivadas, as quais
apresentardo alta demanda nos préximos anos, fato este justificado pelo
crescimento exponencial das pesquisas em terapia celular e engenharia tecidual.
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