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Introducao

As celulas-tronco mesenquimais (CTMs) séo caracterizadas
pela capacidade de autorrenovarem-se e pelo potencial de
diferenciacdo em osteoblastos, adipocitos e condroblastos. As
CTMs estao presentes em diversos compartimentos anatomicos,
tanto em fetos quanto em individuos adultos, tendo sido isoladas
previamente de uma série de locais, como a medula 0ssea, 0
musculo esquelético e o musculo cardiaco.

Embora ndo sejam um modelo biolégico amplamente usado na
pesquisa com celulas-tronco, os fetos de Gallus gallus apresentam
vantagens quando comparados a outros organismos modelo, tais
COmo 0 seu baixo custo de manutencéao, curto periodo de incubacéao
dos ovos, facil manuseio e baixa variabilidade genética.

Objetivo

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo isolar e
caracterizar as CTMs de musculo cardiaco de fetos de G. gallus.

Materiais e Métodos

Isolamento

!

Cultivadas
(DMEM baixa
glicose + Soro

Fetal Bovino
(SFB) 10%;
37°C, CO2 5%)

(Células de coragéao de leeren(,:\la.gag <
fetos de Gallus gallus — Osteogénica
19 dias de incubacéo)

Diferenciacéao
Adipogénica**

Marcadores
Tronco

Transcriptoma

(microarranjo
comparando células

obtidas de coracao
com medula 6ssea)

Marcadores

Osteogénicos

(fosfatase alcalina,
BMP2, BMP4,
osteonectina,
osteopontina e
osteocalcina

Marcadores

Adipogénicos
(FABP4, DLK1, PPAR-y
adiponectina)

Hematopoiéticos
(CD31, CD34, CD45,
CD133)

Embrionarios
(Telomerase, OCT-
4, NANOG,SOX-2,)

Fosfatase

Alcalina
(Atividade)

Von Kossa
(Coloracgéo)

Oil Red O

(Coloracéo)

Mesenquimais
(CD73, CD90, CD105)

*Meio Osteogénico

-Meio DMEM baixa glicose;

-SFB 10% (v/v);
-108 M dexametasona;
-1.03 mM B-glicerofosfato;
-17.27 uyM L-acido
ascorbico-2-fosfato.

*Meio Adipogénico
-Meio DMEM baixa glicose,;
-SFB 10% (v/v);

-10® M dexametasona; -
6.8x102 U.mL™* de insulina;
-100 uM indometacina;
-5 uM rosiglitazona.

Analise estatistica: empregou-se 0 teste nao parameétrico
Kruskal-Wallis, p<0.05 foi considerado estatisticamente significativo.

Resultados

Isolamento e Expressao de Marcadores Tronco

As células apresentaram:
* Morfologia similar a fibroblastos;
* Aderéncia ao plastico.

Fig.1l: Morfologia das células isoladas de musculo cardiaco de fetos de Gallus gallus com 19 dias de incubacdo. Aumento:
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Fig. 4. Caracterizacdo das células isoladas de musculo cardiaco de fetos de Gallus gallus induzidas a diferenciacdo
osteogénica (A) Atividade especifica de fosfatase alcalina.(B). Perfil de expressdo de marcadores osteogénicos.
Abreviacbes: bone morphogenetic protein-2 (BMP-2); bone morphogenetic protein-4 (BMP-4); osteonectina (ONEC);
osteocalcina (OCAL); osteopontina (OPON); fosfatase alcalina (ALP); B-actina (ACT). (C) Expresséao relativa de
marcadores osteogénicos por PCR em tempo real. Barras representam a média das replicatas técnicas. Barras de erro
representam o erro padrdo. O simbolo (*) representa niveis de expresséo diferentes estatisticamente de acordo com o
teste ndo parametrico Kruskal-Wallis (p<0.05).
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Analise de Transcriptoma

100x.
OCT-4 NANO SOX-2 TEL CD73 CD90 CD105 CD31 CD34 CD45 CD133 ACT
Dlao....-cn-.-.u A analise de transcriptoma revelou que, quanto a sua funcao molecular e ao
processo bioldgico no qual estdo envolvidos, 0s genes superexpressos em células
Dia 10..-.===....= isoladas de coracdo estdo relacionados a: morfogénese cardiaca (TBX20, GATA-4,
GATA-6), processos de angiogénese (EDN1, TBX20, PRKCB1, GATA-4, GATA-6,
Dia 21-----==----n AQP1, LAMAB), Diferenciacdo em musculo liso (EDN1, IGFBP5, GATA-4, GATA-6,
EPAS1, FHL1) e coagulacéo sanguinea (EDN1, THBD, PLEK).
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Fig. 2: Perfil de expressdo de marcadores de estado tronco de células isoladas de musculo cardiaco de fetos de Gallus — E = =§M
gallus durante a diferenciacdo osteogénica. (A) Expressdo de marcadores tronco embrionarios, mesenquimais e : { - K p
hematopoiéticos. Abreviagdes: NANOG (NANO); telomerase (TEL); B-actin (ACT). (B) Expresséo relativa de marcadores o | 1 |/ = — =s;
tronco mesenquimais. Barras representam a média das replicatas técnicas. Barras de erro representam o erro padrdo. O - 1 {_ . e ="
simbolo (*) representa niveis de expressao diferentes estatisticamente de acordo com o teste ndo paramétrico Kruskal- ’ - — e I .
Wallis (p<0.05). 4 —_ — DR R
— ] _::
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Fig. 5: Analise comparativa de transcriptoma de células isoladas de medula éssea e musculo cardiaco de fetos de Gallus
gallus com 19 dias de incubacao. (A) Heatmap do transcriptoma total das células analisadas. (B) Genes superexpressos
em células isoladas de musculo cardiaco com relacéo a células isoladas de medula 0ssea.

Conclusao e Perspectivas

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que €& possivel isolar células do
tecido cardiaco de fetos de Gallus gallus, as quais expressam marcadores de CTMs,
diferenciam-se para osteoblastos, porém nao para adipocitos. Estes resultados,
somados a analise de transcriptoma, levam a hipotese de que as ceélulas isoladas do
musculo cardiaco possam ser células derivadas do epicardio (EPDCs). No entanto,
uma caracterizacado mais detalhada € necessaria para confirmar a identidade destas
células.

Nao foi detectada diferenciacao para adipdcitos.

Fig. 3: Diferenciacdo osteogénica de células isoladas de musculo cardiaco de fetos de Gallus gallus com 18-19 ddi . (A)
Controle e (B) células expostas ao meio de diferenciacdo osteogénica. Coloracdo von Kossa. Aumento de 100x.
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