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Introducéao: O cordao umbilical humano (CUH) é fonte rica em celulas-tronco mesenquimais (CTMs) conforme descrito em diversos estudos. Muitas técnicas sao
utilizadas para obter CTMs e suas variacoes estao relacionadas com a parte do tecido da qual as CTMs podem ser extraidas (veia umbilical, artérias, Wharton’s
jelly e o proprio CUH em sua totalidade). Nesse sentido, € muito importante comparar e aprimorar os méetodos de isolamento, a fim de obter o maior numero de

CTMs com o Intuito de aumentar o0 sucesso e a expansao da cultura para posterior utilizacao em terapias celulares. Neste estudo dois diferentes protocolos de

iIsolamento, foram comparados, com o objetivo de otimizar o processo de obtencdo de CTMs no laboratorio de celulas-tronco da UFRGS.

Materiais e metodos: Amostras de CUHs (n = 10) foram seccionados em duas partes durante a coleta, cada fracao deste par foi isolada, simultaneamente,
seguindo os seguintes grupos, de acordo com cada protocolo: Grupo 1 - células isoladas a partir da veia umbilical e Grupo 2 - células isoladas a partir da veia e

das artérias, utilizando digestao mecanica adicional. As células foram mantidas nas mesmas condi¢coes de cultura e depois de atingir a passagem 5 da cultura, os

grupos foram comparados em diversos aspectos: parametros de isolamento, caracteristicas da proliferacdo celular, analise imunofenotipica, potencial de
diferenciacao celular nas trés camadas germinativas e taxa de proliferacao. A taxa de proliferacao foi determinada através do percentual celular expresso para o
marcador de proliferacao celular Ki67. Para obter o niumero total de células por campo, essas foram incubadas com o marcador de nucleos DAPI (4',6-diamidino-

2-phenylindole) por um minuto.
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Resultados: O Grupo 1 demonstrou melhores resultados no isolamento com taxa de sucesso de 90%, em 70
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comparacao com 70% de taxa de sucesso do isolamento do grupo 2. Ambos grupos foram capazes de obter
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CTMs e as demais analises nao demonstraram diferencas significativas entre eles. Grupo 2

Concluséao: De acordo com as condicoes adotadas no laboratorio de células-tronco da UFRGS, o protocolo 10 I :| :I :I —I —I I
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utilizado no grupo 1 é mais vantajoso por apresentar menor custo e melhor taxa de sucesso no isolamento.
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Amostras de CTMCUH

Figura 1 - Analise comparativa dos grupos até a primeira passagem. A media

para atingir a primeira passagem (dias) foi similar entre os grupos (p*=0,756).

Figura 3 — Analise de imunofluorescéncia das CTMCUH (a) Total de células marcadas com DAPI em um

campo (b) Células imunopositivas para o anticorpo monoclonal Ki-67 no mesmo campo da figura 3a.

Tabela 1 — Descricao da densidade celular semeada e percentual da taxa de sucesso no

Isolamento.
Grupo 1 (n=10) Grupo 2 (n=10) P
RSN AN \,s.\\ NN ¢ Densidade (céls/cm?)
R TR L e L2 P AN i e NE ‘1
B v ~,~“~T‘.';.‘.‘;’?;\f“{.\\-'l‘“‘\"';".\;\T‘ e RN Média £ DP 924.784 + 1.092.810,51 483.467 + 427.166,90 0,3932
v M e L CE A Minimo - maximo 41.040 — 3.480.000 44.000 — 1.328.000
Figura 2 — Potencial de diferenciacdo das CTMCUH (a) diferenciacdo adipogénica (b) diferenciacdo osteogénica Taxa de Sucesso
(c) diferenciac&o condrogénica e (d) controle negativo. Com Successo 9 (90%) 7 (70%) 0,007 P
Sem Sucesso 1 (10%) 3 (30%)
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