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RESUMO

A 5-bromodeoxiuridina é uma substancia marcadora analoga da timidina que permite a realizacéo de técnicas como a imunocitoquimica
e utilizada para identificar as células que se proliferam na fase S do ciclo celular. Objetivo: Estabelecer protocolo do tempo de incubagéo
para marcacdao celular com a 5-bromodeoxiuridina de células-tronco mononucleadas derivadas da medula ¢ssea através de estudo cinético
para sua utilizagdo na bioengenharia tecidual. Métodos: 16 ratos machos da linhagem Wistar com peso médio de 300g foram utilizados. A
coleta do sangue da medula ¢ssea foi realizada através de pungao-aspirag@o da crista iliaca. O isolamento das células-tronco derivadas da
medula dssea (fragdo mononucleada) foi feito através do gradiente de densidade (d=1,077). As suspensdes de células-tronco mononucleadas
da medula 6ssea (CD45+ e CD34-) foram incubadas com 5-bromodeoxiuridina na concentragao final de 10 mM a 37° C em periodos pré-
estabelecidos de 1h, 5h, 16h e 24h ¢ para cada amostra obtida, seguidos do método de imunofluorescéncia direta. Resultados: Em todos 0s
periodos de incubag@o a marcagao positiva para 5-bromodeoxiuridina foi observada, demonstrando-se células em replicagdo em atividade
proliferativa naquelas suspensoes; mas a partir das 16hs, as marcag¢des foram em maior nimero e mais evidentes (55%+4%, 16h e 53+6%,
24hversus 12%=3, 1h e 23+4, 5h). Conclusdes: Os periodos de incubagéo BrdU para células-tronco da medula dssea (fragdo mononucleada)
a partir de 16hs demonstraram ser a melhor opgao para evidenciar a atividade proliferativa, sugerindo seu uso incluido na rotina de terapia
celular na avaliacdo prognostica do potencial de integracao no tecido transplantado e substituindo a timidina radioativa.
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INTRODUCAO

Nos tltimos anos, a medicina regenerativa também chamada de
engenharia tecidual vem desenvolvendo e abrindo perspectivas
inovadoras para o tratamento de varias doengas, visando a substituicdo
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PR — Brasil origens, devido ao seu potencial regenerativo. Essa nova tecnica esta

sendo aplicada em um amplo espectro de doencas humanas, incluindo
muitos tipos de canceres, doencas neurologicas como Parkinson,
injurias na medula espinhal, diabetes e miocardiopatias.!
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4 Hospital de Clinicas da UFPR — Hematologia/Imunofenotipagem — Curitiba / PR — Brasil vantagem de sua utilizacdo ¢ sua facilidade de obtencdo por
aspiracdo da medula d6ssea do proprio paciente, o que possibilita
o transplante autdlogo, eliminando a busca de doadores e efeitos
adversos da terapia imunossupressora.
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As CTMO sao capazes de proliferar gerando copias de si mesmas
para sua manutengao, ou de se diferenciarem gerando descendentes
maduros e especializados.

Células-tronco adultas surgem na fase tardia da embriogénese e do
desenvolvimento fetal, sendo pluripotentes.?
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Essas células-tronco adultas, quando isoladas da medula o6ssea
(MO) adulta possuem duas linhagens. A linhagem hematopoiética,
contendo células mononucleadas (1-2% do sangue da medula total)
apresentando precursores de células endoteliais e hematopoiéticas e
a linhagem mesenquimal (<0,05% do sangue da medula total) que
possui precursores com pluripotencialidade para células derivadas
do mesoderma.>*

As células-tronco mesenquimais e pluripotentes da MO necessitam
ser expandidas in vitro para obteng¢do de maior quantidade e,
na dependéncia do meio, possuem capacidade de diferenciacio
em linhagens miogénicas, osteogénicas, condrogénicas e
adipogénicas.>® Muito recentemente, foi observado que células-
tronco mesenquimais da medula 6ssea (CTMMO) in vitro podem
adquirir caracteristicas fenotipicas e genotipicas de células
precursoras neuronais, quando em meio condicionado.’

As CTMO possuem a propriedade de plasticidade, que confere
a possibilidade de expressar caracteristicas de outras linhagens
celulares e com potencial de auto-regeneracdo, havendo
possibilidade de mobilizacdo destas células-tronco da medula
Ossea para a circulagao através de agdes de farmacos, como o fator
estimulante de granulécitos.®

Considerando-se que popula¢des diferenciadas de células
nos vertebrados ndo sdo permanentes e que as células estdo
continuamente sendo substituidas por células funcionais, elas sdo
produzidas durante a vida adulta para manuteng¢ao da homeostase;
a terapia celular foi introduzida para otimizar este processo, que
na maioria das vezes ¢ insuficiente para o reparo do tecido e para
restituir sua funcionalidade. Na homeostase, por simples duplicagao
de células diferenciadas, essas células se dividem para dar outras
células-filhas do mesmo tipo: por divisao celular ou por geragdo a
partir de células-tronco relativamente indiferenciadas, através de
um processo que envolve ativacdo e inativacdo de genes para as
mudangas fenotipicas celulares.

O ciclo celular ocorre em duas etapas. A primeira ¢ a fase GI,
que corresponde ao periodo de crescimento celular e executa
suas funcdes; a segunda ¢ a fase S, que determina o inicio de
duplicagdo e/ou replicagio do DNA: a mitose. E na fase S de
duplicagdo e/ou a replicagdo dos cromossomos, que a utilizagdo
de 5-bromodeoxiuridina (BrdU) ¢é incorporada, identificando as
células em proliferacdo, ou seja, durante a mitose, sendo a BrdU
uma substancia analoga da timidina.>!°

Varios autores descrevem trabalhos sobre a simplicidade das
técnicas de BrdU como marcador e a conseqiiente aplicacdo dessa
técnica na area de genética para a identificagdo cromossdmica.

Assim como a timidina, a BrdU ¢ incorporada pelas células durante
a fase S da mitose, marcando estas células em proliferacdo e sua
progénie. Essa marcacdo pode ser visualizada através de técnicas
imunocitoquimicas e o uso de radiois6topos, como a timidina.**

Muitos estudos demonstraram que as células-tronco relacionadas a
cicatrizacdo e regeneracao tecidual sdo normalmente recrutadas para
aregido afetada por mecanismos especificos envolvendo moléculas
de citocinas de matriz extracelular e proteinas de adesao.

A terapia celular emerge como opgao terapéutica, visando retardar
ou descartar a necessidade de transplante de 6rgdo total e em varios
tecidos, como no caso de faléncia cardiaca a semelhanga do que
foi ja estabelecido em doengas hematologicas: anemias falciformes
e leucemias.’®

No entanto, para afirmar que essas terapias com célula-tronco
sdo, de fato, procedimentos seguros e eficazes, ha necessidade
de se estabelecer critérios de seguranga para seu potencial uso
clinico.!® Para haver melhor progndstico na terapia celular, é de
fundamental importancia que as células transplantadas estejam na
fase proliferativa, condicdo basica para sua integragao no tecido
transplantado, assim como suas condi¢des de integridade celular,
com avaliagdes de indices de apoptose, viabilidade, estadiamento
genético para identificar: alteragcdes morfologicas, atipias celulares,
instabilidade e anormalidades cromossomicas e elevada atividade
de telomerases.”

O objetivo deste trabalho ¢é estabelecer o protocolo do tempo de
incubagdo para marcacao celular com a BrdU de CTMO - fragdo
mononuclear - através de estudo cinético para sua utiliza¢do na
bioengenharia tecidual.

METODOS

Todos os procedimentos experimentais para este estudo seguiram
as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal. Foram
utilizados dezesseis ratos machos da linhagem Wistar com peso
médio de 300g, tendo sido distribuidos em quatro grupos de modo
equanime entre os periodos pré-estabelecidos de incubagao.

Obtengdo de CTMO — fracdo mononuclear: Para obtencdo do
sangue da MO dos ratos foi utilizado o método de pungao-aspiracao
precedido de anestesia: Ketamina S0mg/Kg e Xilazina 10mg/Kg.
Os animais foram colocados em posi¢ado de dectbito lateral com a
perna superior flexionada e a inferior reta. A pungao-aspiragao foi
realizada na crista iliaca posterior do fémur com seringa de SmL
heparinizada com agulha 25X7mm,; foi coletado cerca de OlmL de
sangue da MO de cada rato e as seringas foram identificadas.

Isolamento de CTMO — fragao mononuclear: O sangue obtido apds
a puncao-aspiragao da MO foi levado sob fluxo laminar em cabine
de seguranga bioldgica de classe II. Todas as solugdes utilizadas
no processo foram rigorosamente controladas quanto a esterilidade
€ composigao.

No isolamento de CTMO — fracdo mononuclear - utilizou-se o
gradiente de densidade (d=1,077, Ficoll-Hypaque-SIGMA) e o
Meio de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM-GIBCO-BRL)
suplementado com 1% de antibidtico (penicilina e estreptomicina)
e 20% de solugdo tampao. O material coletado foi adicionado em
9 mL de meio IMDM e foi acrescentado 3 mL de Ficoll-Hypaque
e entdo centrifugado por 40 minutos a 400g em temperatura de
18° C. Apds a centrifugacdo, foram aspirados 5 mL da camada de
plasma junto ao meio e descartados, seguido de remogao cuidadosa
do anel de CTMO - fragdo mononuclear — tendo sido transferido
para outro tubo de 15 mL, completando-o com o meio, seguido de
centrifugag¢do a 400g por 10 minutos. O sobrenadante foi entdo
desprezado e o precipitado foi re-suspenso no meio IMDM e
novamente centrifugado a 400g por 10 minutos, tendo sido retirado
e desprezado o sobrenadante ’® A seguir, a contagem direta de células
foi realizada no hemocitdmetro com auxilio do azul de Trypan. As
amostras de células foram submetidas a imunofenotipagem com
auxilio de citometria de fluxo para os marcadores CD45 e CD34 ¢
caracterizacao destas como CD45+ ¢ CD34- (Clone OX-1 e Clone
581, Becton-Dickson).

Marcacdo de Células em Suspensdo com a BrdU: As células
foram re-suspensas no meio IMDM e acrescentada diretamente a
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BrdU (SIGMA) na concentracao final de 10 mM. As células foram
incubadas nos periodos pré-estabelecidos: 1h, 5h, 16h e 24h e para
cada amostra obtida em estufa de CO, a 37°C. Apds o término de
cada incubagdo, foi centrifugado por 10 minutos em temperatura
ambiente a 300g e o precipitado foi re-suspendido.

Imunofluorescéncia Direta: Retirada amostra de 12pL de um
centrifugado de citospin de cada concentrado celular em uma
lamina. Logo apds, esla foi colocada no freezer com metanol por
30 minutos. Incubou-se em 0,07N de hidréxido de sddio (NaOH)
por dois minutos, sendo entao lavado com tampao fosfato por cinco
minutos; apos, o pH foi alcalinizado para 8,5 visando neutralizar
a base. Seguiu-se de lavagem em tampao fosfato por trés vezes
sob agitagdo durante cinco minutos. Diluiu-se o Anti-BrdU-FITC
(SIGMA) e a amostra foi incubada por 30 minutos em cdmara
umida em temperatura ambiente. Apds 30 minutos, foram lavados
em agua destilada e as 1aminas montadas com fluormonte seguidas
de vedagdo e observagdo em microscopio de fluorescéncia. Cada
amostra foi avaliada em 10 campos aleatorios por dois examinadores
e com as mesmas objetivas 20x e 40x; sendo o resultado a média
dessas observagoes.

Controle positivo: Para o controle positivo, 0 mesmo procedimento
foi realizado do em células do produto de co-cultivo de mioblastos
esqueléticos e CTMMO mantidas por 14 dias em meio para
prolifera¢do.’® As laminas foram analisadas em microscopio de
imunofluorescéncia (Olympus-Modelo 1X-70).

RESULTADOS

Nas suspensdes de CTMO — fragdo mononuclear (Figura 01) -
incubadas em suspensdo por lh e 5 h foram observadas raras
marcac¢des com BrdU (Figura 02), enquanto nas suspensdes
incubadas por 16h e 24h (Figura 03) obteve-se marcacdes
fortemente positivas e em maior nimero para BrdU (55%+4%,
16h e 53+6%, 24h versus 12%=3, 1h e 23+4, 5h). Nas células do
controle, produto do co-cultivo também houve forte marcagao das
células com BrdU (> 62%)).

DISCUSSAO

Neste estudo, demonstrou-se que a técnica com BrdU ¢é capaz
de identificar células de CTMO — fragdo mononuclear; uma vez
que estas células foram marcadas, sugerindo que essas células
estariam em atividade proliferativa, pois foi possivel marcar células
provenientes de co-cultivo sabidamente em proliferagao.

Como a BrdU ¢é uma substancia marcadora da fase S do ciclo
celular, ela marca qualquer tipo de célula, bastando estar na fase
de proliferacdo. A marcacao com BrdU pode ser usada para a
andlise prognostica do potencial de integragdo dessas células no
tecido transplantado, sendo que essa fragdo ja ¢ utilizada como
tratamento estabelecido em doencas hematoldgicas e em modelos de
miocardiopatias ao nivel de pesquisa clinica em seres humanos.

Neste estudo, na incubacao de BrdU em periodo de 1h, escassas
marcagdes positivas foram observadas; isso nos sugere uma baixa
eficiéncia na marcagao durante esse periodo, e ndo o recomendamos;
porém, alguns pesquisadores relatam que células em cultivo por
17h e depois de incubadas com BrdU por 1h a 2h, demonstraram
condensagio do cromossomo, assim como por um periodo de 5h.*®
Nossa observagdo de um niimero maior de células se replicando
com identificagdo de marcagdo mais forte foi a partir de 16h de
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Figura 1. Exemplo de Imunofenotipagem da Fragdo Mononucleada: CD45+
e CD34-.
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Figura 2. 1h de Incubagdo com BrdU. 400 x microscopia de fluorescéncia.
com marcagdo da BrdU.

Figura 3. 24 h de Incubagao de BrdU. 200x microscopia de fluorescéncia.

incubagdo com BrdU e enfatizando: em células ndo cultivadas.
Outros autores demonstraram uma marcacao efetiva quando as
células sdo retiradas do cultivo celular em meio de proliferagdo
ou integradas no tecido transplantado, sendo descrita marcagdo
positiva com incubagdo de cardiomidcitos provenientes de cultivo
com BrdU por 48hs in situ apds quatro semanas de transplante no
miocardio receptor.?



Estudo cinético da interacéo de 5-bromodeoxiuridina nas células mononucleadas: cd45+ e cd34- para terapia celular
modelo experimental em murinos

947

CONCLUSOES para evidenciar a atividade proliferativa, sugerindo que seu uso
seja incluido na rotina de terapia celular na avaliagdo prognostica
do potencial de integragdo no tecido transplantado e substituindo

a timidina radioativa.

Os periodos de incubagdo da BrdU para as CTMO - fracdo
mononuclear - a partir de 16hs demonstraram ser a melhor opgéo

ABSTRACT

The 5-bromodeoyuridine is an analogous marker for the timidine, allowing to perform techniques such as immunocitochemstry, and widely
used also to identify cells that proliferate in phase S of the cellular cycle. Purpose: The aim is to set the protocol to set the time of incubation
to cell marker using the 5-bromodeoxyuridine of mononuclear bone marrow derived from stem cells through a kinetic study focusing the
use in tissue bioengineering. Methods: 16 male Wistar rats with weight of 300g were used. The bone marrow stem cells gathering was
carried through the iliac crest punction-aspiration. The isolation was through the density gradient (Ficoll-Hypaque). Bone marrow stem
cell (CD45+ and CD34-) suspensions were incubated with 5-bromodeoxyuridine in the final concentration of 10mM to 37° C in the settled
periods of 1, 5, 16, and 24h for each sample, and followed by direct immunofluorescence. Results: All incubation periods of such cells had
a positive marking for the 5-bromodeoxyuridine, meaning evidences in the proliferation phase of these cell suspensions, but from 16h on,
we have demonstrated a better marker (55%+4%, 16h and 53+6%, 24h versus 12%=3, 1h and 23+4, 5h). Conclusions: The best incubation
time for mononucleated cells was that of 16hs seeking to use such marker for those cells, and this protocol could be adopted in the routine
analysis of the cell sampling for the cell therapy, being able to perform a prognostic for the cell integration potential predictor in the host

tissue as well substituting the radioactive thimidine.
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