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RESUMO

As Células Estromais Mesenquimais (MSCs, do inglés Mesenchymal Stromal Cells) tém sido
estudadas para fins regenerativos ha anos. Na medicina veterindria, e particularmente em caes,
as MSCs derivadas do tecido adiposo canino (cAD-MSCs) possuem potencial para o tratamento
de diversas doencas degenerativas. No entanto, poucos estudos avaliam caracteristicas
adquiridas durante a manipulacao in vitro e expansao celular, como a senescéncia, que
impactam a atividade terapéutica dessas células. Desse modo, este estudo teve como objetivo
avaliar as caracteristicas senescentes de cAD-MSCs durante a amplifica¢do in vitro. As cAD-
MSCs foram obtidas de caes saudaveis, caracterizadas segundo as diretrizes da International
Society of Cell and Gene Therapy (ISCT) e entdo cultivadas até a passagem 7 (P7). Foram
avaliados os seguintes parametros: morfologia, potencial de autorrenovacao e proliferagao
celular, capacidade de fechamento de ferida in vitro, atividade de -galactosidase associada a
senescéncia (SA-B-Gal), niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs), incidéncia de
apoptose/morte celular e ocorréncia de danos nucleares e genéticos. As células obtidas exibiram
caracteristicas mesenquimais € mostraram susceptibilidade a senescéncia durante a expansao.
As cAD-MSCs apresentaram diminuigdo progressiva da proliferagdo ap6s P4 e, a partir de P35,
reduzida capacidade de autorrenovacgao, alteragdes na morfologia, aumento da ocorréncia de
alteragdes nucleares do tipo broto e atividade elevada de SA-B-Gal. Em P7, foi observado
aumento no marcador de quebra de dupla fita de DNA y-H2AX e nos niveis de EROs,
acompanhado de diminui¢ao no potencial de fechamento de feridas. Em conjunto, os resultados
evidenciam a progressdo do fendtipo de senescéncia replicativa das cAD-MSCs durante a
expansao in vitro. Essas descobertas ndo s6 fornecem informagdes cruciais para a aplicagdo das
cAD-MSCs na medicina veterinaria, mas também ressaltam a importancia de se considerar
cuidadosamente as caracteristicas das passagens celulares a serem utilizadas. Em particular, as
passagens iniciais (P1-P3) se apresentam como desejaveis para a manuten¢o das caracteristicas

mesenquimais das células destinadas a aplicagao clinica.

Palavras-chave: células-tronco; medicina veterinaria; envelhecimento.



ABSTRACT

Mesenchymal Stromal Cells (MSCs) have been under study for regenerative purposes for years.
In veterinary medicine, canine adipose tissue-derived mesenchymal stromal cells (cAD-MSCs)
hold the potential for treating various degenerative diseases in dogs. However, clinical trials
often lack details on cell expansion, hindering the identification of characteristics acquired
during in vitro manipulation, such as cellular senescence, which can impact their therapeutic
activity. Thus, there is a need for a comprehensive characterization of replicative senescence in
these cells. Therefore, this study aimed to identify the emergence of senescent characteristics
in cAD-MSCs during amplification, constructing a timeline of their in vitro lifespan. cAD-
MSCs were obtained from healthy dogs, characterized following the International Society of
Cell and gene Therapy (ISCT) guidelines, and then cultured until passage 7 (P7). The following
parameters were evaluated: cellular morphology, self-renewal, proliferation, in vitro wound
closure capacity, senescence-associated B-galactosidase activity (SA-B-Gal), reactive oxygen
species (ROS) levels, incidence of apoptosis/cell death, and genetic and nuclear damages. The
obtained cells exhibited mesenchymal characteristics and showed susceptibility to cellular
senescence during expansion. The proliferation rate of cAD-MSCs started to decrease at P4.
From P5, cAD-MSCs showed reduced self-renewal capacity, alterations in cell size and
morphology, increased occurrence of nuclear buds, and elevated SA-B-Gal activity. At the late
passage (P7), there was an increase in the y-H2AX double-strand break marker, an increase in
ROS levels, and a decrease in wound closure potential. Collectively, these results demonstrate
the progression of the replicative senescence phenotype in cAD-MSCs, specifying when each
senescent characteristic arises during in vitro expansion. These findings provide crucial
information for the application of cAD-MSCs in veterinary medicine and emphasize the
importance of carefully considering the characteristics of cell passages. Therefore, early
passages (P1-P3) are suggested as desirable for maintaining the mesenchymal characteristics

of cells intended for clinical application.

Keywords: stem cells; veterinary medicine; ageing.
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I INTRODUCAO
1.1 Células Estromais Mesenquimais

O uso do acronimo MSCs (do inglés, Mesenchymal Stromal Cells) foi popularizado
pelo trabalho de Caplan (1991) (CAPLAN, 1991), que as descreveu como “Células-tronco
Mesenquimais” devido ao potencial de diferenciagdo osteogénico e condrogénico de células
fibroblastoides obtidas da medula 6ssea. Contudo, havia sido Friedenstein e colaboradores
(1970) os primeiros a isolar e identificar populacdes de células derivadas desse tecido com
caracteristicas de MSC: células aderentes com capacidade clonogénica e alto potencial
proliferativo in vitro, bem como multipotencialidade mesenquimal (FRIEDENSTEIN;
CHAILAKHJAN; LALYKINA, 1970).

Mais tarde, o potencial terapéutico das MSCs foi identificado e, de modo a contribuir
para a qualidade dos trabalhos publicados, a Sociedade Internacional de Terapia Celular e
Génica (ISCT, do inglés International Society of Cell and gene Therapy) elaborou, em 2006,
um tratado definindo os critérios minimos para a caracterizagdo destas células (DOMINICI et
al., 2006). Desse modo, as MSCs devem possuir: morfologia alongada e fusiforme, capacidade
de aderéncia ao plastico em cultura; perfil imunofenotipico com positividade para marcadores
de mesenquimais (CD73, CD90 e CD105) e negatividade para os hematopoiéticos (CD14 ou
CDI11b, CD34, CD45, CD79a ou CD19 e HLA-DR) e potencial de diferenciacdo para
osteoblastos, adipécitos e condroblastos (DOMINICI et al., 2006). Estes critérios contribuiram
para a identificacdo de diferentes tipos de MSCs e consequentemente para o aumento da
reprodutibilidade dos trabalhos publicados. Contudo, Renesme e colaboradores (2022) afirmam
que sdo ainda poucos os estudos pré-clinicos e clinicos reportando a aplica¢do dos critérios da
ISCT, revelando a necessidade de pesquisas mais criteriosas e transparentes neste ramo da

medicina regenerativa (RENESME et al., 2022).

1.1.1 Fontes de Obtencao

As MSCs podem ser obtidas a partir de diversos tecidos, incluindo medula 6ssea,
tecido dentario, fluido amniotico, cordao umbilical, figado, tenddes, tecido cardiaco e tecido
adiposo (COSTELA-RUIZ et al., 2022). Essa grande diversidade de nichos se reflete na
heterogeneidade entre MSCs de fontes teciduais distintas particularmente em relagdo ao
potencial proliferativo, terapéutico e de diferenciagdo celular, e no perfil imunofenotipico,
clonogenicidade e rendimento celular por grama de tecido (COSTELA-RUIZ et al., 2022;
DELBEN et al., 2021; HUMENIK et al., 2022). Atualmente, as fontes teciduais mais utilizadas
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sao a medula 6ssea, o corddo umbilical e o tecido adiposo, por conta da disponibilidade tecidual
e porque sao eficazes para a obtencao de MSCs com caracteristicas que se adequam aos critérios
minimos da ISCT e que podem ser expandidas de maneira mais eficiente em laboratorio (JOVIC

et al., 2022).

1.1.2 Potencial clinico e atividade fisiologica das MSCs

Nos organismos vivos, as MSCs contribuem para a manutencdo da homeostase
tecidual, restaurando os nichos de células-tronco e regulando o processo de regeneracao de
orgaos e tecidos (SAGARADZE et al., 2020). Acredita-se que as MSCs, além de participar
diretamente da regeneracao via diferenciagao celular, ddo suporte ao microambiente onde estao
inseridas pela secre¢do de fatores que controlam a proliferacdo de células responsaveis pelo
nicho de células-tronco local. Além disso, podem secretar componentes de matriz extracelular
que fornecem apoio e sustentagdo para a angiogénese (PITTENGER et al.,, 2019;
SAGARADZE et al., 2020; ZOMER; TRENTIN, 2018). As MSCs podem ainda se diferenciar
em outros fendtipos recompondo tecidos danificados; sdo capazes de migrar para sitios de lesdao
por quimiotaxia; secretam uma série de moléculas com acgdo pardcrina pro-reparo tecidual; e
possuem potencial imunomodulatério, atenuando a resposta inflamatéria de maneira direta, via
contato célula-célula ou através da secrecdo de fatores imunossupressores, tornando-as
promissoras para aplicagdes terapéuticas na medicina regenerativa (AYALA-CUELLAR et al.,

2019; BAOUCHE et al., 2023).

1.2 MSCs na Medicina Veterinaria

Pesquisas recentes na medicina veterinaria tém apresentado resultados positivos
quanto a seguranca e eficacia da terapia celular com MSCs, especialmente no tratamento de
condicdes do sistema locomotor de caninos e equinos, como osteoartrite, lesdes ligamentares e
degeneracao do disco intervertebral (EL-HUSSEINY et al., 2022; MOCCHI et al., 2020). Neste
sentido, animais de companhia tém sido amplamente utilizados como modelo pré-clinico,
porém o uso de MSCs em ensaios clinicos na drea veterinaria contribui também para a medicina
humana uma vez que muitas das condi¢des observadas em animais de estimacao sdo analogas
as humanas (DIAS et al., 2019; HOFFMAN; DOW, 2016). Sendo assim, uma analise mais
detalhada das caracteristicas das MSCs derivadas de animais de companhia deve ser

considerada.
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1.2.1 MSCs Caninas

A terapia celular com MSCs caninas (cMSCs), ja& demonstrou ser segura e eficaz para
o tratamento de caes com osteoartrite (BRONDEEL et al., 2021; OLSSON et al., 2021), doenga
inflamatéria intestinal (PEREZ-MERINO et al., 2015), lesdo de disco intervertebral (KIM et
al., 2016; SARMENTO et al., 2014) e outras doengas imunomediadas (DIAS et al., 2019) e do
sistema musculoesquelético (PRZADKA et al., 2021). No entanto, tal como na medicina
humana, a terapia celular canina também apresenta resultados complexos e divergentes
(KANG; PARK, 2020), destacando a importancia de avaliar as caracteristicas das células
aplicadas, bem como o melhor protocolo de isolamento, cultivo e expansdo para as diferentes
fontes de MSCs e condigdes a serem tratadas.
As MSCs derivadas do tecido adiposo canino (cAD-MSCs, do inglé€s canine Adipose
Tissue Derived-Mesenchymal Stromal Cells), vém se estabelecendo como uma alternativa para
ensaios pré-clinicos e clinicos, uma vez que podem ser mais facilmente obtidas em comparagao
com outras fontes teciduais (RUSSELL et al., 2016; ZHAN et al., 2019). As cAD-MSCs
apresentam caracteristicas comuns as MSCs de outras fontes caninas, porém possuem um alto
potencial proliferativo (RUSSELL et al., 2016), o que viabiliza a sua expansao in vitro e
consequentemente o seu uso na medicina regenerativa, visto que o procedimento de terapia
celular exige uma grande quantidade de células para aplicagdo (CHERIAN et al., 2020).
Contudo, mesmo com a alta capacidade de proliferacao dessas células, a amplificagdo in vitro
pode impactar nas caracteristicas celulares, prejudicando a sua atividade terapéutica (MICLAU
et al., 2023). Neste sentido, a senescéncia das cAD-MSCs expandidas in vitro ¢ um obstaculo

a ser superado.

1.3 Senescéncia Celular

A senescéncia celular ¢ um estado de parada do ciclo celular que pode ocorrer apos a
exposi¢do a agentes estressores bem como em fenomenos fisioldgicos como na cicatrizagao de
feridas, desenvolvimento embrionario, supressao de tumores e envelhecimento, ou patologicos
como diabetes mellitus ¢ determinados processos de tumorigénese (HUANG et al., 2022;
KUMARI; JAT, 2021). A senescéncia resulta na incapacidade de proliferacdo e na estagnagao
do ciclo celular em G1 ou G2, acompanhada por diversas alteragdes celulares e metabolicas
associadas ao envelhecimento (DI MICCO et al., 2021; GIRE; DULIC, 2015; GONZALEZ-
GUALDA et al., 2021).
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Dentre os varios tipos de senescéncia, a replicativa foi a primeira e a mais bem descrita,
estando associada a exaustdo proliferativa resultante da reducao dos telomeros apos sucessivas
divisoes celulares (VICTORELLI; PASSOS, 2017). Neste sentido, as MSCs, embora possuam
capacidade de autorrenovacdo, sdo susceptiveis a senescéncia replicativa, e com o
envelhecimento in vivo ou a expansao in vitro por um longo periodo de tempo, desenvolvem
alteracdes associadas a senescéncia (WENG et al., 2022). Esses fatores contribuem, tanto para
as questdes que surgem com o envelhecimento, como para a alteracao da funcao regenerativa

dessas células.

1.3.1 Senescéncia replicativa em ¢cMSCs

As cMSCs senescentes apresentam muitas caracteristicas que também sdo
identificaveis nas MSCs humanas (hMSCs). Além da parada no ciclo celular e perda da
capacidade proliferativa, a senescéncia replicativa resulta em alteragdes morfoldgicas como
achatamento e hipertrofia celular, aumento da atividade da beta-galactosidase associada a
senescéncia (SA-B-Gal, do inglés Senescence Associated p-Galactosidase), presenga do
fenotipo secretorio associado a senescéncia (SASP, do inglés Senescence Associated Secretory
Phenotype), reorganizacao da cromatina, aumento de quebras de dupla fita de DNA (DSBs, do
inglés Double-Strand Breaks), de niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) e da expressiao
de fatores associados a inibi¢do da progressio do ciclo celular, como p21 e p53 (GONZALEZ-
GUALDA etal., 2021). No entanto, os estudos com cAD-MSCs ndo descrevem adequadamente
o desenvolvimento das caracteristicas senescentes ao longo do cultivo celular, limitando-se a
comparar c€lulas em passagem inicial com células em passagem tardia. Isso torna dificil
identificar quando exatamente cada pardmetro ¢ alterado. Portanto, uma abordagem mais
abrangente que busque tragar uma linha do tempo da senescéncia replicativa em cAD-MSCs
pode ser bastante util para o desenvolvimento de procedimentos mais eficazes na manipulacao
dessas cé¢lulas. Desta maneira, este trabalho buscou identificar o surgimento das caracteristicas

senescentes nas cAD-MSCs ao longo da expansao in vitro.

2 OBJETIVO GERAL

Analisar o desenvolvimento do fenotipo senescente durante a amplificagdo in vitro de

Células Estromais Mesenquimais derivadas do tecido adiposo canino (cAD-MSCs).
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2.1 Objetivos Especificos

I. Obter, cultivar e expandir cAD-MSCs a partir do tecido adiposo subcutaneo canino;
I. Caracterizar as cAD-MSCs quanto as suas caracteristicas mesenquimais, avaliando:
a. morfologia fusiforme/fibroblastéide;
b. potencial de diferenciagdo celular;
c. perfil imunofenotipico.

III. Avaliar a evolugdo do fenotipo de senescéncia replicativa através de alteragdes no(a):

a. potencial proliferativo e de autorrenovagao;

b. morfologia celular;

c. migracdo celular;

d. expressao de SA-b-Gal;

e. quantidade de espécies reativas de oxigénio;

f. ocorréncia de morte celular, danos genéticos e nucleares.
3 MATERIAL E METODOS

3.1  Desenho experimental

O trabalho aqui apresentado dividiu-se em trés etapas, representadas na Figura 1: (1)
Isolamento de cAD-MSC:s a partir do tecido adiposo subcutaneo abdominal; (2) caracterizagdo
do fenotipo mesenquimal; e (3) amplificagdo in vitro das cAD-MSCs, acompanhada das
analises relacionadas a cinética celular e caracteristicas senescentes ao longo das passagens

celulares.
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Figura 1. Desenho experimental.
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cAD-MSCs: Células Estromais Mesenquimais derivadas do Tecido Adiposo canino; EROs: Espécies Reativas de

Oxigénio; SA-B-Gal: Beta-Galactosidase Associada a Senescéncia. Fonte: do autor.

3.2 Doadores de tecido adiposo canino

Foram coletados fragmentos de tecido adiposo subcutaneo a partir de cirurgias eletivas
de castragdo em centros de cirurgia veterindria parceiros, na regido da grande Florianopolis. Os
procedimentos utilizados foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica no uso de
Animais da UFSC (CEUA-UFSC) sob o nimero de protocolo 6827240523. O quadro 1
apresenta os dados dos cultivos primarios realizados. Para este estudo foram cultivadas cAD-
MSCs provenientes de 5 doadores caninos saudaveis (4 fémeas e 1 macho) com média de idade
de 1 ano e 5 meses (DP£11,9 meses) das racas Shih-tzu, Golden Retriver, Spitz Alemao e Akita

Americano.
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Quadro 1. Dados dos doadores de tecido adiposo.

Codigo do cultivo Idade Sexo Raca
CVOIM 1 ano e 8 meses Macho Golden Retriever
CVO02F 8 meses Fémea Spitz Alemao
CVO3F 3 anos Fémea Shih-tzu
CV04F 1 ano e 7 meses Fémea Shih-tzu
CVOSF 6 meses Fémea Akita Americano

33 Obtencao do tecido adiposo e isolamento de cAD-MSCs

Para o procedimento de obtencdo, realizou-se uma sec¢do cirargica, por médico
veterindrio capacitado, na regido abdominal dos doadores, onde coletou-se um fragmento de
tecido adiposo de cerca de 1-2 cm de diametro. Os animais passaram por anestesia compativel
com o procedimento cirurgico de histerectomia ou orquiectomia e tiveram a doacao de tecido
devidamente autorizada por seus tutores através da assinatura de termo de consentimento livre
e esclarecido (Apéndice A).

Apos coleta, os tecidos foram processados no centro cirtirgico, com PBS (do inglés,
Phosphate Buffered Saline) suplementado com penicilina-estreptomicina (PS) a 1%, e os
fragmentos obtidos foram transportados em gelo até o Laboratorio de Células-tronco e
Regeneragdo Tecidual (LACERT) com meio de cultura DMEM (do inglés Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) suplementado com 1% de PS

No LACERT, os tecidos foram submetidos a dissociagdo mecanica com tesoura e/ou
lamina cirurgica de bisturi, em placas de 35 mm com cerca de 2 mL de PBS. Os fragmentos
obtidos foram entdo transferidos para tubos de centrifuga¢do (Falcon) de 15 mL onde
prosseguiu-se a dissociacdo enzimatica. Nesta etapa, os tecidos foram incubados com 2 mL de
colagenase tipo I [2mg/mL] (Sigma-Aldrich — SCR103) por 60 minutos a 37 °C, com agitagao
a cada 10 minutos. A acdo enzimatica foi entdo neutralizada em DMEM suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e a suspensao centrifugada (300 g, 5 minutos). O sobrenadante
obtido foi descartado, o pellet celular ressuspenso em 2mL de meio completo (DMEM-10%
SFB) e filtrado em membrana de poros de 40 um (CellStrainer, BD Falcon). O volume da
fragao filtrada foi completado para 8 mL com meio completo e as células distribuidas em duas
garrafas de cultivo de 25 cm? (T25) constituindo a passagem celular (P0). Ap6s 24 horas foi

realizada a lavagem da cultura com PBS, seguida pela troca de meio.
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3.4  Cultivo e amplificacio de cAD-MSCs

As culturas de cAD-MSCs foram mantidas em incubadora a 37 °C, 5% de COz ¢
umidade constante com troca de meio a cada 2-3 dias, até cerca de 80% de confluéncia. As
monocamadas foram entdo lavadas 2 vezes com PBS e submetidas a tripsinizacdo. A tripsina ¢
uma enzima protease capaz de realizar a quebra de proteinas de adesdo celular, possibilitando
que as células se soltem da superficie plastica. Para tanto, as células foram incubadas por 5
minutos com solugdo de tripsina-EDTA a 0,25% e 37 °C. A agdo enzimatica foi entao
neutralizada em meio completo e as células obtidas centrifugadas (300 g, 5 minutos). A seguir,
o sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em meio completo e contadas em
Camara de Neubauer. Por fim, as células foram semeadas na densidade de 5 x 10° células/cm?
em novos recipientes de cultivo, constituindo passagem 1 (P1), e crescidas até confluéncia de

80%. O procedimento foi repetido até P7.

3.5  Criopreservacgao

Monocamadas de MSCs em P1 foram coletadas por tripsinizagdo como descrito acima
(topico 3.4) e ressuspensas em meio de congelamento composto por 90% de SFB e 10% de
Dimetilsulféxido (DMSO). Apoés, 1 x 10° células/mL foram acondicionadas em criotubos,
devidamente identificados, e mantidas em recipiente CoolCell® Cell Freezing Container a -80
°C por 24 horas. A seguir, os criotubos foram transferidos para containers de nitrogénio liquido
(-196 °C) e armazenados até o uso.

Para o descongelamento, 1 mL de meio completo em temperatura ambiente foi
adicionado ao contetido dos criotubos e homogeneizado com o auxilio de micropipeta. A seguir,
a suspensdo celular foi transferida para tubo de centrifugacdo, completada para 8§ mL em meio
completo e centrifugada (300 g, 5 minutos). O sobrenadante foi descartado e o precipitado
celular ressuspenso em 2 mL de meio completo. Uma aliquota de 10 pL foi corada com azul de
Tripan a 0,4%, as células vidveis foram contabilizadas em Camara de Neubauer e semeadas na
densidade de 5 x 10° células/cm?. Foram mantidas as condigdes de cultivo descritas

anteriormente (topico 3.4).

3.6 Caracterizacdo Mesenquimal

A caracterizagdo do fenétipo mesenquimal foi realizada em P3 conforme o
preconizado pela ISCT (DOMINICI et al., 2006) no cultivo CVO1M. Avaliou-se a morfologia,

perfil imunofenotipico e capacidade de diferenciagdo mesenquimal.
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3.6.1 Morfologia celular

A morfologia mesenquimal fusiforme/fibroblastdide caracteristica foi avaliada em
microscopio invertido de contraste de fase CK40® (Olympus) apds 3-5 dias de cultivo. As
imagens foram capturadas em sistema de captura de imagens OptiCam nos aumentos de 100 e

200x.

3.6.2 Perfil imunofenotipico

Foi avaliado por citometria de fluxo a presen¢a dos marcadores mesenquimais CD73,
CD90 e CD105 e auséncia dos marcadores hematopoiéticos CD34 e CD45. Para isso, as MSCs
foram obtidas por tripsiniza¢do e acondicionadas em tubos de citometria na densidade de 1 x
10° células/mL. Em seguida, foram incubadas (1 hora, 4 °C) com os anticorpos especificos para
cada marcador conjugados a diferentes fluorocromos (Tabela 1). A leitura foi realizada em
citometro de fluxo BD FACSCanto II (BD, Bioscience) com laser de excitagao 458 nm com
filtros na faixa de emissao do FITC (515-545 nm), PE (564-606 nm) e PerCP-Cy5.5 (670-735
nm). Os dados da citometria foram obtidos com o padrdo de 10.000 eventos e analisados com

o Flowing software 2.0 (Turku Centre for Biotechnology).

Tabela 1. Anticorpos utilizados para a imunofenotipagem das cAD-MSCs.

Anticorpo Diluicdo Fluorocromo
Anti-CD34
_ 1:50 PE
(BD Pharmingen™ - 555822)
Anti-CD45
' 1:50 FITC
(BD Pharmingen™ - 555482)
Anti-CD73
) 1:50 PE
(BD Pharmingen™ - 550257)
Anti-CD90
. 1:100 FITC
(BD Pharmingen™ - 555595)
Anti-CD105
1:50 PerCP-Cy5.5

(BD Pharmingen™ - 560819)

FITC: isotiocianato de fluoresceina; PE: ficoeritrina; PerCP-Cy5.5: proteina clorofila peridinina-cianina5.5.
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3.6.3 Diferenciacao Celular

A avaliagao da capacidade de diferenciacdo mesenquimal de cMSCs foi realizada apos
cultivo com os meios de inducao Gibco Stempro Adipogenesis, Osteogenesis € Chondrogenesis
differentiation kit (Thermo Fisher Scientific) com adaptagdes ao protocolo do fabricante. Para
a diferenciacdo adipogénica e osteogénica as células foram plaqueadas na densidade de 4 x 10?
células por pogo em placas de 24 pogos ¢ cultivadas por 21 dias no meio indutivo especifico.
As células foram entdo fixadas com paraformaldeido a 4% por 30 minutos. Como controle
negativo foi utilizado o cultivo com meio DMEM-10% SFB. A diferencia¢do adipogéncia foi
observada pela presenga de goticulas lipidicas apds coloracdo com Oil Red O, por 20 minutos.
Ja a diferenciacdo osteogénica foi visualizada pela presenga dos depositos de matriz extracelular
calcificada apds coloragao com Alizarin Red S, por 30 minutos.

Uma vez que a diferenciagdo condrogénica exige uma densidade celular alta para que
ocorra de maneira adequada, 8 x 10* células foram plaqueadas com 5 pL de meio de cultura
completo em gota no centro de cada pogo de placas de 24 pocos e incubadas a 37 °C por 1 hora.
Ap6s esse periodo de adesdo, 500 pL. de meio de diferenciacdo condrogénica foram adicionados
cuidadosamente. As células foram entdo cultivadas por 21 dias, com troca de meio a cada 2-3
dias. Apds esse periodo, as células foram fixadas com paraformaldeido 4% (30 minutos) e
coradas com Alcian Blue 1% (30 minutos) evidenciando o acumulo da matriz extracelular
condrogénica. As imagens foram obtidas em sistema de captura do microscopio invertido

IX83® Olympus.

3.7  Anailise do fenétipo senescente

A evolucdo do fendtipo senescente das cAD-MSC foi detectada por alteragdes na
morfologia, capacidade clonogénica, proliferacio e migracdo celular; e presenca de
caracteristicas relacionadas a senescéncia como o aumento da atividade de SA- B-Gal, produgado

de EROs e ocorréncia de danos genéticos e nucleares entre P1-P7.

3.7.1 Capacidade clonogénica

As cAD-MSC foram semeadas em baixa densidade (6 x 10? células/pogo) em placas
de 6 pogos e mantidas por 14 dias em condig¢des padroes de cultivo (tdpico 3.4). A seguir, as
culturas foram fixadas com paraformaldeido 4% por 30 minutos e coradas com cristal violeta
0,5% por 15 minutos. As culturas foram analisadas em estereomicroscopio SZX16® (Olympus)

e as imagens capturadas em cadmera DP73® (Olympus) via sistema de captura CellSens
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Dimension. A eficiéncia clonal foi calculada pelo percentual de unidades formadoras de
colonias (CFU, do inglés Colony Forming Units) visualizadas em relacao ao nimero de células
plaqueadas. A area das colonias foi medida pelo software Image] (NIH) para avaliagdo do

tamanho das coldnias. O ensaio foi realizado em triplicata experimental em P1, P3, P5 e P7.

3.7.2 Potencial proliferativo

O potencial de proliferacdo celular foi avaliado pela constru¢do da curva do
Cumulative Population Doubling Level (CPDL) e do Cell Doubling Time (CDT). O PDL (do
inglés, Population Doubling Level) estima o numero de vezes que uma populacao celular
duplicou em um determinado intervalo de tempo, desta forma a construcdo da curva de CPDL,
o PDL cumulativo, pode representar quantas vezes determinada populacao duplicou ao longo
das passagens analisadas. J4 o CDT avalia o tempo estimado de duplicagao celular e pode
contribuir para uma melhor compreensdo da cinética de crescimento populacional. Para este
ensaio, 1 x 10* células foram semeadas em pogos de placas de 24 pogos e contabilizadas apds
24 e 120 horas de cultivo em condi¢do padrdo. Para a obtengdo das células cultivadas utilizou-
se 0 método de tripsinizagdo, descrito no tdpico 3.4. Os resultados foram obtidos através das

formulas (CORIELL INSTITUTE, 2021; ROTH,2006):

CPDL = PDLO + 3,32 x (logNf — logNi)
Onde:
CPDL = Nivel cumulativo de duplicacao da populacao
PDLO = Nivel de duplicacao inicial/anterior da populacio
Ni = Numero inicial de células

Nf = Numero final de células

CDT = txlog (2)
~ log(Nf) x log (Ni)

Onde:

CDT = Tempo de duplicagdo celular
Ni = Numero inicial de células

Nf= Numero final de células

t = Tempo de cultivo
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3.7.3 Ensaio de fechamento de ferida in vitro

A capacidade migratoria das cAD-MSC foi verificada pelo ensaio de fechamento de
ferida in vitro (Scratch assay). Para isso, 2 x 10* células foram semeadas em placas de 24 pogos
e, apos confluéncia de 100%, foi realizada uma lesdo mecanica na monocamada de células com
uma ponteira descartavel de 100uL. As culturas foram entdo incubadas por 2 horas com
mitomicina [20pug/mL] (Sigma-Aldrich — M4287). A seguir, os pocos foram lavados com PBS
e fotografados em microscopio invertido de contraste de fase Olympus CK40® (100x). A area
da lesdo foi medida imediatamente, 24 e 48 horas ap6s o procedimento com auxilio do software

Image] para o calculo do percentual de fechamento.

3.7.4 Anilise morfologica

A morfologia das cAD-MSCs em P1, P3, P5 e P7 foi analisada por microscopia de
contraste de fase, trés dias apds as semeaduras. As imagens de 10-20 campos aleatorios de cada
cultivo em expansdo foram capturadas em aumento de 100x. Foi realizada entdo a andlise
morfométrica com auxilio do software ImageJ (NIH) com a quantifica¢do da area, comprimento
e largura de 50 células por cultivo. Foi calculado o quociente entre o maior eixo (comprimento)

pelo menor eixo (largura).

3.7.5 Deteccio da atividade da SA-B-Gal

A detec¢dao da atividade da enzima SA-B-Gal foi realizada utilizando-se o beta
Galactosidase Detection Kit (Abcam — ab102534) com pequenas alteragdes ao protocolo do
fabricante. Para isso, foram semeadas 4 x 10* células por pogo em placas de 24 pogos. As cAD-
MSC foram mantidas em condigdes padrdes de cultivo e analisadas no quinto dia apds o
plaqueamento. As culturas foram entdo fixadas e incubadas durante 24 horas (37° C) com o mix
de X-Gal fornecido pelo kit. Apds 24 horas, a solucao foi substituida por PBS e as culturas
analisadas em microscopio invertido para a quantifica¢do das células positivas para SA-B-Gal.
Foram analisados 10 campos aleatorios por poco de placas de 24 pocos em P1, P3, P5 e P7 no

aumento de 100x. O ensaio foi realizado em triplicata técnica.

3.7.6 Quantificacao de EROs

Foi realizada por espectrofotometria de fluorescéncia com o uso do kit Cellular ROS

Assay - DCFDA/H2DCFDA (Abcam — ab113851) com adaptagdes ao protocolo do fabricante.
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Resumidamente, 2,5 x 10* células foram semeadas em placas de 96 pogos e cultivadas por 24
horas. As cAD-MSCs foram entao incubadas por 45 minutos com DCFDA (diacetato de 2',7'-
diclorofluoresceina) 20uM e em seguida analisadas na multileitora de microplacas Infinite
M200 (Tecan) no modo de fluorescéncia pontual em comprimento de onda de 485nm de
excitacdo e 535nm de emissdo. A quantificacdo de EROs foi realizada pela obtencao dos valores
de fold change, quociente que representa a intensidade de fluorescéncia nos pogos tratados com
relagdo ao controle ndo-tratado com DCFDA. Como controle positivo, foram utilizadas cAD-
MSCs tratadas por 4 horas com tBHP (Terc-Butil Hidroperéxido) 110uM, um indutor de EROs.

Os ensaios foram realizados em triplicata experimental.

3.7.7 Anailise da isoforma fosforilada da histona H2A (y-H2AX)

Os danos de quebra de dupla fita foram avaliados pela identificacao de focos de y-
H2AX no nucleo das células. Para este fim, 5 x 10°> cAD-MSCs foram semeadas em placas de
24 pocos e mantidas em condi¢des padroes de cultivo. Apos 5 dias, as células foram fixadas
por 30 minutos com paraformaldeido 4% e permeabilizadas com PBS-Triton a 0,25%, por 30
minutos. Os sitios inespecificos foram bloqueados com SFB 5% por 40 minutos e as células
incubadas com o anticorpo primario (Anti-p-histone H2A, clone JBW301 ZooMAb® Mouse
Monoclonal - 1gG1) (1:500) por 1 hora em temperatura ambiente. Apos esse periodo, as cAD-
MSCs foram lavadas com PBS-Tween a 0,05% e incubadas com o anticorpo secundario (Anti-
mouse IgG1 - FITC) (1:250) por 1 hora, protegido da luz. Por fim, as células foram lavadas
com PBS e os nticleos corados com DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), por 30 segundos. A
presenca de focos de y-H2AX foi avaliada por microscopio invertido de fluorescéncia IX83®
Olympus (Ex = 450-490nm/Em = 500-550nm). Foram fotografados 10 campos aleatérios de
cada replicata, onde avaliou-se a propor¢do de células y-H2AX positivas com auxilio do

software Imagel. As andlises foram realizadas em duplicata experimental.

3.7.8 Analise de alteracoes nucleares e identificacao de morte celular

Para tanto, as cAD-MSCs foram cultivadas em garrafas de cultivo T25 em condigoes
padrdo até confluéncia de 70%. A seguir, as culturas foram incubadas por 24 horas com
citocalasina-B (Sigma-Aldrich - C6762) [4ug/mL] para bloqueio da citocinese. As células
foram entdo tripsinizadas, como descrito anteriormente (topico 3.4), e fixadas com metanol-
acido acético (9:1) gelado. A seguir, as cAD-MSCs foram aplicadas em laminas de histologia

(em triplicata) e coradas com Giemsa por 8 minutos. As células foram analisadas em
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microscopio Optico Olympus BX41 e as imagens capturadas em scanner de laminas Axio Scan
(Zeiss) em aumento de 200x. Foram quantificadas 600 células binucleadas em cada replicata e
verificada a ocorréncia das alteragcdes nucleares dos tipos: micronucleos, brotos nucleares,
pontes nucleoplasmaticas e de células com nucleos picnéticos ou corpos apoptdticos (morte

celular).

3.8 Analise estatistica

Diferencgas estatisticas foram analisadas por ANOVA de uma ou duas vias seguido
pelo pos-teste de Tukey. Os valores foram expressos em média + DP e a significancia
considerada quando p < 0,05. Quando aplicéavel, foi utilizado a identificacdo de outliers por

ROUT (Q = 1%). As andlises foram realizadas com auxilio do sofiware GraphPad Prism 9.

4 RESULTADOS
4.1 Caracterizacdo do fenotipo mesenquimal

Inicialmente foi verificado se as células isoladas e cultivadas apresentavam o fenotipo
mesenquimal conforme parametros estabelecidos pela ISCT pela avaliagio da morfologia,
perfil imunofenotipico e potencial de diferenciacdo celular. A andlise foi realizada com o
primeiro cultivo obtido (CVOIM) em P3, a fim de validar a efetividade dos protocolos de

obtengao e cultivo de cAD-MSCs.

4.1.1 Analise morfologica

A analise da morfologia celular revelou que a grande maioria das células possuiam
capacidade de adesdo ao plastico e o formato fusiforme/fibroblastoide caracteristico das MSCs

(Figura 2).
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Figura 2. As células isoladas apresentam morfologia de MSC.

N
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Imagens representativas obtidas por microscopia de contraste de fase das células obtidas em P3, no terceiro dia

de cultivo celular. Barra de escala = 100 pm.

4.1.2 Perfil imunofenotipico

A andlise de citometria de fluxo dos marcadores de superficie celular demonstrou
compatibilidade do perfil imunofenotipico das células isoladas com o de MSCs. Foi encontrado
positividade para os marcadores mesenquimais CD90 (= 97,43%) e CDI105 (= 99,53%) e
negatividade para os marcadores hematopoiéticos CD34 (= 0,15%) e CD45 (= 0,08%). O
marcador mesenquimal CD73 foi expresso em 57,25% das cAD-MSCs. A figura 3 ilustra os

graficos e a propor¢ao de células positivas para os marcadores analisados.

Figura 3. As células isoladas apresentam perfil imunofenotipico de MSC.
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Histogramas representativos obtidos por citometria de fluxo demonstrando a porcentagem de positividade de
marcadores de superficie. Os graficos apresentam a intensidade de emissdo de fluorescéncia (eixo X) pelo
nimero de eventos (eixo Y). Histograma branco = amostras ndo tratadas com os anticorpos conjugados aos

fluorocromos. Histograma cinza = amostras tratadas com os anticorpos conjugados aos fluorocromos (PE, FITC

e PerCP-Cy5.5).
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4.1.3 Analise do potencial de diferenciacio mesenquimal

O ensaio de diferenciacdo celular revelou que as células isoladas apresentam potencial
de diferenciacao adipogénica, osteogénica e condrogénica, conforme parametros da ISCT para
MSCs. As células cultivadas em condi¢des indutivas adipogénicas apresentaram goticulas
lipidicas evidenciadas pela coloragdo em vermelho sugerindo processo de adipogénese (Figura
4a). Além disso, pdde-se observar a deposi¢do de matriz extracelular calcificada corada em
vermelho, sugerindo processo de osteogénese nas culturas em condi¢des osteogénicas (Figura
4b) e o acumulo de proteoglicanos de matriz extracelular (em azul) no aglomerado celular em

condrogénese nas culturas em condi¢des condrogénicas (Figura 4c).

Figura 4. As células isoladas apresentam potencial de diferenciacao de MSC.
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a) Diferenciacdo adipogénica de cAD-MSCs. As goticulas lipidicas estdo coradas em vermelho com Oil Red O.
b) Diferenciagdo osteogénica de cAD-MSCs. A matriz extracelular foi marcada com Allizarin Red S. c)

Diferenciagdo condrogénica de cAD-MSCs. Acumulos de proteoglicanos de matriz extracelular evidenciados
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por Alcian Blue. Controle = cAD-MSCs ndo-tratadas com meio de indugéo de diferenciagdo; Tratado = cAD-
MSCs tratadas com meio de indugdo de diferenciagdo. As imagens representam o ensaio de diferenciagido

realizado com uma replicata bioldgica, em triplicata técnica. Barra de escala = 50 pm.

Em conjunto, os resultados acima demonstram que as células isoladas de tecido
adiposo canino e cultivadas nas condi¢des utilizadas apresentam capacidade de adesdo ao
plastico, morfologia fibroblastoéide, perfil imunofenotipico e capacidade de diferenciacio para
fenotipos mesenquimais. Desse modo, atendem aos critérios estabelecidos pela ISCT para
serem consideradas MSCs e serdo chamadas neste estudo de MSC derivadas do tecido adiposo

canino (cAD-MSC).

4.2 Evolucio do fenotipo senescente em cAD-MSCs amplificadas
4.2.1 Capacidade clonogénica de cAD-MSCs

O potencial proliferativo e de autorrenovagdo ¢ uma caracteristica intrinseca das
células-tronco (ITO; SUDA, 2014) podendo ser inferidos pela avaliagdo da capacidade de
formacao de coldnias (CHAN; NG; YEUNG, 2011) e influenciado pela senescéncia e expansao
in vitro (WENG et al., 2022).

O resultado do ensaio de unidades formadoras de colonias revelou uma reducao da
eficiéncia clonal de cAD-MSCs em P5 (0,96+0,83%) (p<0,0005) e P7 (0,39+0,28%)
(p<0,0001), em comparagdo a P1 (3,58+0,53%) (Figura 5a). A érea das colonias formadas
seguiu a mesma tendéncia, com reducdo a partir de P5 (654,22+447,66mm?) (p<0,05),
intensificando-se em P7 (362,05£170,35mm?) (p<0,01), em comparagdo com Pl
(1400,07+406,8mm?) (Figura 5b). A area das colonias em P3 (730,67+415,36mm?) apresentou
uma tendéncia a reducdo do tamanho, porém ndo foi constatada diferenga estatistica em
comparagdo a P1 (p=0,0551). A Figura 5c apresenta imagens representativas do potencial

clonogénico das cAD-MSCs nas passagens avaliadas.
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Figura 5. Capacidade clonogénica das cAD-MSCs amplificadas.
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a) Porcentagem de unidades formadoras de colonia (CFU) de cAD-MSCs nas passagens analisadas; b) Area
média das colOnias analisadas. Valores expressos em mm?. ¢) Imagem representativa das CFUs em cada
passagem analisada. Os dados representam média+DP de 5 replicatas bioldgicas (n=5) em triplicata técnica. A
comparacdo entre passagens foi realizada por ANOVA de uma via seguido pelo pos-teste de Tukey. *p<0,05,

**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. Barra de escala = 10 mm.

4.2.2 Potencial proliferativo das cAD-MSCs

A andlise da capacidade proliferativa ¢ uma maneira eficiente de identificar
populacdes que podem estar entrando em um processo de senescéncia associado ao alcance do
limite de Hayflick (DELBEN et al., 2021; HAYFLICK; MOORHEAD, 1961).

A anélise do perfil proliferativo, revelou que as cAD-MSCs amplificadas comecam a
apresentar diminui¢do da sua capacidade de proliferagdo a partir de P4, se acentuando em P5 e
nas passagens seguintes, verificado pelo aumento do tempo de duplicacdo celular (CDT) em
comparagdo com as passagens anteriores (Figura 6a). Com base na quantificagdo do CPDL ao
longo das passagens, foi possivel construir a curva de crescimento das cAD-MSCs que
demonstra reducao progressiva no potencial proliferativo a partir de P4 atingindo um plateau

em P6 (CPDL = 13,04+2,4) (Figura 6b).



36

Figura 6. Perfil proliferativo de cAD-MSCs amplificadas in vitro.

2) oo b)
30 = 20
1
20
0
g 10
I
10
5—
{ ey s O —T—T—T—T— T T
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7

a) Tempo de duplicagio celular (CDT, do inglés Cell Doubling Time) expresso em horas; b) indice cumulativo
do nivel de duplicagdo da populagdo (CPDL, do inglés Cumulative Population Doubling Level). Os pontos
representam o CPDL médio de cada passagem celular. Os dados representam a média+DP de 5 replicatas
biologicas (n=5) em duplicata técnica. A comparacdo entre passagens foi realizada por ANOVA de uma via

seguido pelo pds-teste de Tukey. **p<0,01, ****p<0,0001.

4.2.2.1 Perfil proliferativo dos diferentes cultivos de cAD-MSCs

Apesar das cAD-MSCs de diferentes doadores apresentarem perfil de crescimento
celular semelhante, a intensidade proliferativa variou. As células CVO04F, cultivo mais
proliferativo, registraram um CPDL 1,6x maior em P7 (16,85) do que as CVOS5F (10,33), cultivo

menos proliferativo. A figura 7 ilustra a curva de PDL cumulativo dos diferentes cultivos.

Figura 7. CPDL dos diferentes cultivos de cAD-MSCs
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Os pontos representam os valores de CPDL (Cumulative Population Doubling Level) de cada replicata biologica
nas passagens analisadas. Cada cultivo foi obtido de um doador diferente conforme descrito em materiais e

métodos.
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4.2.3 Potencial de fechamento de ferida in vitrro de cAD-MSCs

O Cell Scratch Assay € um ensaio utilizado para analise migratéria e de capacidade de
fechamento de ferida in vitro (JUSTUS et al., 2014). Com este método verificou-se que cAD-
MSCs em P7 apresentam reducao significativa da capacidade de fechamento de ferida, 24 horas
apds a lesdo comparado a P1 e P3 (ambos p<0,0001) e P5 (p<0,001) (Figura 8b). Estes
resultados indicam diminui¢do da capacidade migratoria das cAD-MSCs expandidas in vitro.
A figura 8a ilustra o fechamento de ferida in vitro ao longo do periodo analisado, nas diferentes

passagens.

Figura 8. Potencial de fechamento de ferida in vitro das cAD-MSCs.
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a) Micrografias representativas do Cell Scratch Assay, nas passagens e nos periodos analisados. b) Avaliacdo
quantitativa do potencial de fechamento de ferida nas diferentes passagens celulares. Os dados representam
médiatDP de 5 replicatas bioldgicas em triplicata técnica. A comparacdo entre passagens foi realizada por

ANOVA de uma via seguido pelo pos-teste de Tukey ***p<0,001; ****p<0,0001. Barra de escala = 100 um.

4.2.4 Analise morfométrica de cAD-MSCs amplificadas

Uma das principais caracteristicas que pode ser constatada visualmente quanto ao
fenotipo senescente € a hipertrofia e o achatamento celular (WENG et al., 2022). Este parametro
pode ser facilmente avaliado por microscopia de contraste de fase das células durante o seu
cultivo. Aqui, as cAD-MSCs amplificadas in vitro apresentaram alteragcdes morfologicas, como
aumento da area e achatamento celular como resultado do aumento no nimero de passagens

(Figura 9).
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Figura 9. Alteracoes mofol()gicasdas cAD-MSCs ao longo das passagens celulares.
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Fotografias representativas da morfologia celular das cAD-MSCs em microscopia de contraste de fase, em

diferentes passagens. Barra de escala = 100 pm.

A analise morfométrica revelou aumento progressivo na area das cAD-MSCs a partir
de PS5 (Figura 10a), bem como reducdo da relagdo comprimento/largura a partir de P3 (Figura
10b). A area média em P5 (3815+1622um?) e P7 (7281+1820um?) foi cerca de 3,1 e 5,9 vezes
maior do que em P1 (1228+222,9um?), respectivamente (p<0,0001). Além disso, a relagdo
comprimento/largura das cAD-MSCs reduziu a partir de P3 (4,18+2,16) em comparacdo a P1
(4,95£2,41) (p<0,01), progredindo em P5 (4,05+2,53) (p<0,001) e em P7 (3,90+£2,67)
(p<0,0001) (Figura 10b), indicativo de achatamento celular com as passagens. A 4rea ¢ a
relacdo comprimento/largura das células individualizadas esta representado na figura 10c, apds

remocao de outliers.
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Figura 10. Analise morfométrica das cAD-MSCs.
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a) Quantificagdo da 4rea celular (em um?) e da b) Relagdo comprimento/largura de cAD-MSCs amplificadas in
vitro. ¢) Dot plot da area celular e da relagdo comprimento/largura das cAD-MSCs analisadas; outliers foram
identificados e removidos por ROUT (Q = 1%). Os valores representam a média+DP dos dados morfologicos de
50 células individualizadas por passagem de 5 replicatas biologicas (n=5). Foi avaliado um total de 1000 células
(250 células por passagem celular). A comparag@o entre passagens foi realizada por ANOVA de duas vias

seguido pelo pos-teste de Tukey. **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

4.2.5 Atividade de SA-p-gal em cAD-MSCs

A atividade da SA-B-gal ¢ uma das caracteristicas de células senescentes (DEBACQ-
CHAINIAUX et al., 2009; GONZALEZ-GUALDA et al., 2021). Aqui, foi observado um
aumento progressivo no percentual de células positivas para a atividade de SA-B-gal, em relagao

ao numero total de células com as passagens (Figura 11a). Os valores expressivos foram
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detectados a partir de P5 onde 32,7249,14% das cAD-MSCs avaliadas apresentaram
positividade para a atividade de SA-B-gal (p<0,01), em comparagdo a P1 (0,12+0,18%) e P3
(6,11+4,48%) se acentuando em P7 com 66,08+19,88% das células positivas (Figura 11b).

Figura 11. Quantificacio de células positivas para SA-f-gal.
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a) Fotografias representativas da presenca de atividade de SA-B-gal (B-Galactosidase Associada a Senescéncia)
nas diferentes passagens por microscopia optica de luz (aumento de 100x). b) Quantificagdo da porcentagem de
c¢lulas positivas para atividade de SA-f-gal nas passagens avaliadas. Os dados representam média+=DP de 5
replicatas bioldgicas em triplicata técnica. A comparagdo entre passagens foi realizada por ANOVA de uma via

seguido pelo pos-teste de Tukey. **p<0,01; ****p<0,0001. Barra de escala = 100 um.

4.2.6 Avaliacao dos niveis de EROs nas cAD-MSCs

Estresse oxidativo e senescéncia celular sdo processos intimamente correlacionados
uma vez que a senescéncia replicativa pode resultar no aumento de EROs e assim prejudicar as
propriedades terapéuticas das MSCs (ZHONG et al., 2021). Neste sentido, a quantificacao de
EROs, por meio da intensidade de fluorescéncia resultante da oxidacao do DCFDA, apresenta-
se como um ensaio com relativa sensibilidade que pode ser empregado para identificar o
estresse oxidativo na cultura celular de MSCs.

Os resultados da quantificagao de EROs demonstraram aumento significativo em P7
(Figura 12), em comparagao com as passagens anteriores, ndo havendo diferenga entre estas.
Os valores de fold change, que representam a intensidade de fluorescéncia com relacdo ao

controle, foram quantificados e, em P7 (6,12+2,37), foram maiores do que P1 (2,05+0,87)
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(p<0,001), P3 (1,65+0,36) (p<0,001) e P5 (2,36+0,69) (p<0,01), indicando um aumento de

EROs com o cultivo celular apds longo periodo e amplificagao.

Figura 12. Quantificacio de Espécies Reativas de Oxigénio
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Ensaio fluorimétrico de quantificagdo de EROs (Espécies Reativas de Oxigénio) realizado por
espectrofotometria (Ex/Em = 485/535 nm). Os dados representam média=DP de 5 replicatas bioldgicas em
triplicata técnica. ANOVA de uma via seguido pelo pos-teste de Tukey foi aplicado para a comparagdo entre

passagens. **p<0,01, ***p<0,001.

4.2.7 Avaliacao da incidéncia de y-H2AX nas cAD-MSCs

O y-H2AX ¢ formado pela fosforilagao da histona H2A apds quebras da dupla fita de
DNA pelos mecanismos do sistema de reparo, além de ser marcador de genotoxicidade e estar
presente em células senescentes (PUSTOVALOVA et al., 2016).

Assim como EROs, o y-H2AX apresentou maior incidéncia nas cAD-MSCs em
passagem tardia (Figura 13), indicando aumento da instabilidade genética com o cultivo in vitro
prolongado. Em P7, a expressdo de y-H2AX foi significativamente superior (4,204+2,13%) a P1
(0,17+0,11%) e P3 (0,49+0,29%) (ambos p<0,001) e P5 (0,94+0,47%) (p<0,01) (Figura 13b).

Na Figura 13a estdo representadas micrografias da incidéncia de y-H2AX
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Figura 13. Incidéncia de y-H2AX nas cAD-MSCs amplificadas in vitro.
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a) Fotomicrografias representativas da incidéncia de y-H2AX nas diferentes passagens analisadas (aumento de
100x). b) Proporg¢do de células positivas para a marcagdo de y-H2AX. Os dados representam média+DP de 5
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4.2.8 Avaliacao das alteracdes nucleares e de apoptose me cAD-MSCs

A seguir foi avaliada a ocorréncia das alteragcdes nucleares dos tipos brotos nucleares,
micronucleos e pontes nucleoplasmaticas em cAD-MSCs expandidas in vitro (Figura 14) que,
assim como o y-H2AX, sao marcadores de instabilidade genética e podem ser afetados pela
amplificacdo celular (DELBEN et al., 2021; FENECH et al., 2011). Foi constatado aumento
significativo na ocorréncia de brotos nucleares em P5 (0,56+0,15%) e P7 (0,76+0,38%) em
comparagdo a P1 (0,08+0,08%) (p<0,05 e p<0,01, respectivamente) (Figura 14b). A ocorréncia
de pontes nucleoplasmaticas (Figura 14c) e microntcleos (Figura 14d) manteve-se comparavel
entre as passagens avaliadas. Por outro lado, a andlise visual de células em morte
celular/apoptose revelou reducdo deste pardmetro nas células em P7, em comparagdo a P1
(p<0,05), identificado pela diminui¢do da propor¢ao de células com nucleos picnoéticos e/ou
corpos apoptoéticos (Figura 14a). Em conjunto, estes resultados sugerem um aumento do dano

nuclear do tipo broto acompanhado de uma redugdo de morte celular por volta de P5.

Figura 14. Ensaio de bloqueio da citocinese.
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5 DISCUSSAO

Compreender os fenomenos relacionados a senescéncia replicativa das MSCs ¢
essencial, dado que o uso terapéutico destas células requer a expansdo in vitro. Neste sentido,
este trabalho avaliou a progressdo e o surgimento de caracteristicas de senescéncia celular em
MSCs obtidas a partir de tecido adiposo subcutaneo canino (cAD-MSCs) durante a
amplificacdo. Verificou-se que ha uma progressao passagem-dependente de caracteristicas
relacionadas a senescéncia, algumas evidentes apenas em passagem tardia (P7). Com os
resultados obtidos pdde-se compreender a linha do tempo da vida util das cAD-MSCs

amplificadas in vitro.

5.1 O tecido adiposo subcutineo como uma fonte de cAD-MSCs

A escolha da fonte tecidual ¢ importante para a aplicagdo clinica das MSCs (WILSON
etal., 2021; ZOMER et al., 2019). Nesse sentido, o tecido adiposo apresenta-se como uma das
fontes mais utilizadas e promissoras, devido & quantidade e as caracteristicas das células
obtidas, disponibilidade tecidual e facilidade de coleta cirurgica, menos invasiva que outras
fontes (RUSSELL et al., 2016; ZOMER et al., 2019).

Em humanos, o tecido adiposo subcutaneo abdominal apresenta maior rendimento de
MSCs com maior potencial proliferativo em comparagao as do tecido adiposo subcutaneo facial
(DELBEN et al., 2021). No modelo canino também ja foi demonstrado que esta fonte possui
maior rendimento e homogeneidade fenotipica, capacidade de proliferacio e potencial
osteogénico e condrogénico, em comparacao a medula 6ssea e ao tecido amnidtico (HUMENIK
et al., 2022). Por outro lado, o potencial proliferativo das cAD-MSCs de diferentes regides do
organismo se assemelha, sendo as do tecido adiposo subcutaneo menos proliferativas apenas
do que as da gordura infrapatelar (RASHID et al., 2021) porém mais proliferativas do que as
do tecido visceral (GUERCIO et al., 2013).

Estas observagdes sugerem o grande potencial proliferativo das cAD-MSCs. Destaca-
se que o tecido adiposo humano apresenta rendimento 100 vezes maior do que a derme, que
porém apresentam maior potencial de fechamento de ferida in vitro e atividade paracrina pro-

reparo cutaneo (ZOMER et al., 2019).
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5.2 Particularidades do perfil imunofenotipico de cAD-MSCs

Assim como em outros trabalhos utilizando esta fonte tecidual, o procedimento de
isolamento mostrou-se eficaz para a obtencao de cAD-MSCs. As células obtidas apresentaram
potencial de diferenciagdo adipogénica, osteogénica e condrogénica (Figura 4), bem como
morfologia (Figura 2) e perfil imunofenotipico mesenquimal caracteristico (Figura 3). Apesar
disso, a expressdao do marcador de superficie CD73 foi encontrada em uma proporcao de células
menor (57,25%) em comparag@o com o observado em MSCs humanas (~98%) (BROWN et al.,
2019; DELBEN etal., 2021). Neste sentido, diversos trabalhos reportaram uma expressao baixa
ou moderada de CD73 em cAD-MSCs (RASHID et al., 2021). Em uma destas publica¢des,
Requicha e colaboradores (2012) hipotetizaram que isso poderia ser atribuido ao método de
obtengdo de MSCs ou a potencial falta de especificidade dos anticorpos utilizados para
citometria de fluxo, os quais sdo primariamente desenvolvidos para proteinas humanas
(REQUICHA et al., 2012). No entanto, foi demonstrado que, mesmo com o uso de anticorpos
que atestadamente apresentam reatividade com moléculas caninas, apenas uma parte das cAD-
MSCs expressam CD73 (RUSSELL et al., 2016). Além disso, em estudo mais recente foi
verificado que, a nivel de expressdao génica, cCAD-MSCs expressam o mRNA de CD73 de
maneira estavel ao longo do cultivo celular, porém com o aumento no numero de passagens ha
uma redugdo na proporgio de células com esta proteina de membrana (KRESIC et al., 2021).

Aqui foi avaliada a expressdo a nivel proteico dos marcadores de superficie
mesenquimais (CD73, CD90 e CD105) e hematopoiéticos (CD34 e CD45) em P3, utilizando
um dos cultivos obtidos. Esta analise foi aplicada com o objetivo de validar o protocolo de
isolamento bem como as caracteristicas mesenquimais da cultura. Porém, considerando as
publicagdes recentes, e o que foi observado com a nossa analise, uma comparagao da expressao
destes marcadores em diferentes passagens ¢ fundamental e pode fornecer uma compreensao
mais aprofundada sobre o potencial terapéutico destas células.

O marcador de superficie CD73 (ecto-5'-nucleotidase), que apresentou expressao
intermediaria, ¢ uma proteina ancorada a face externa da membrana celular responsavel pela
hidrolise de AMP (Adenosina Monofosfato) extracelular em adenosina (MISUMI et al., 1990).
A agdo desta enzima resulta na defosforilacio de AMP e consequentemente na formagao de
adenosina, molécula com diversas fungdes bioativas. Este processo leva a uma mudanca no
perfil inflamatério do meio extracelular, passando de um ambiente pré-inflamatério mediado
por ATP para um ambiente anti-inflamatdrio mediado por vias de sinalizagdo adenosinérgicas

(CHEN et al., 2019; KRESIC et al., 2021). Desta forma, além de um marcador mesenquimal,
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esta proteina de membrana tem importante fun¢ao na atividade imunomoduladora das MSCs.
Isso reforca a necessidade de uma correta caracterizagdo das MSCs antes de qualquer aplicagao
clinica, avaliando o impacto da amplificacdo in vitro na expressio de marcadores
mesenquimais, visando otimizar o potencial imunossupressor desta terapia através de um

protocolo de expansdo celular adequado.

5.3 Impactos da amplificacio in vitro nas caracteristicas de cAD-MSCs

Neste estudo, foi investigado o surgimento de caracteristicas associadas a amplificagdo
celular, como reducdo do potencial de autorrenovacdo e proliferacdo, além de alteracdes
morfologicas, na capacidade migratoria e relacionadas a morte celular. Avaliou-se ainda a
ocorréncia de marcadores associados a senescéncia, como a atividade de SA-B-Gal, danos
genéticos/nucleares e a incidéncia de EROs. Estas anélises permitiram identificar aspectos da

senescéncia replicativa in vitro das cAD-MSCs, a fim de monitorar a progressao desse fenotipo.

5.3.1 A capacidade clonogénica das cAD-MSCs ¢é afetada pela amplificacio in vitro

Foi constatada uma redugao no potencial clonogénico das cAD-MSCs a partir de PS5,
onde observou-se uma diminui¢ao da eficiéncia clonal ¢ do tamanho das colonias formadas em
comparagdo com P1 (Figura 5). Esse resultado destaca a diminui¢do na propor¢do de células
com potencial de autorrenovacdo a medida que o numero de passagens aumenta. Deng e
colaboradores (2021) também observaram uma reducio no potencial de formagdo de colonias
em MSCs derivadas da medula 6ssea canina (¢cBM-MSCs) em P6, em comparagdo com P3
(DENG et al., 2021). Embora haja uma redu¢do semelhante no potencial de autorrenovagao
com a amplificagdo in vitro, Bearden e colaboradores (2017) compararam a formacao de
colonias de MSCs caninas derivadas do tecido adiposo, medula dssea e sindvia e observaram
que estes ultimos apresentam uma propor¢ao maior de células com potencial de autorrenovagao
em compara¢cdo com a medula 6ssea (BEARDEN et al., 2017), refor¢ando o uso do tecido
adiposo como uma fonte eficiente para a obtengcdo de MSCs caninas. Apesar disso, os resultados
de unidades formadoras de colonia mostram que a amplificacdo celular causa uma dréstica
reducdo na proporcao de células com potencial de autorrenovagao, caracteristica fundamental

de células-tronco e que ¢ desejada para a medicina regenerativa (JOVIC et al., 2022).
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5.3.2 O potencial proliferativo das cAD-MSCs ¢ reduzido com a amplifica¢io in vitro

Procedimentos de terapia celular com MSCs exigem um grande numero de células
(CHERIAN et al., 2020), por conta disso, avaliar o perfil proliferativo e os limites de expansao
das cAD-MSCs se torna tdo necessario. Os resultados obtidos com o ensaio de proliferagao
mostraram uma redugdo progressiva do potencial proliferativo a partir de P4 (Figura 6a),
evidenciado pelo aumento do Cell/ Doubling Time (CDT) e compativel com o fenotipo de
senescéncia replicativa. A construcdo da curva de CPDL mostrou o limite aproximado de
duplicac¢des das cAD-MSCs (Figura 6b). Em passagem tardia (P7) as cAD-MSCs apresentaram
CPDL de aproximadamente 13,04. Outros autores relataram um CPDL semelhante ao que
obtivemos neste estudo, mesmo com cBM-MSCs (BERTOLO et al., 2015). Isso pode sugerir
uma semelhanga no limite de duplicagdes das MSCs caninas, independentemente da fonte de
aquisi¢cdo. Em conjunto, os resultados de CDT e CPDL mostram o limite da expansdo de cAD-
MSCs e podem servir como base para a construgdo de ensaios pré-clinicos e clinicos na
medicina veterinaria.

Apesar da uniformidade do perfil de crescimento celular, foi verificado que a
intensidade proliferativa das diferentes linhagens obtidas varia conforme o doador (Figura 7).
Com relagdo a isso, diversos parametros individuais podem influenciar nas caracteristicas das
MSCs isoladas. A exemplo disso, a idade do doador estd negativamente correlacionada com a
viabilidade, proliferacdo e potencial de diferenciacdo celular (BARRETO—DURAN etal., 2018;
CHOUDHERY et al., 2014) e o background genético pode influenciar na heterogeneidade
funcional das MSCs (WANG et al., 2020). De maneira semelhante, cAD-MSCs obtidas de
cdes mais velhos (>7 anos) apresentam proliferacio e potencial imunomodulatorio
comprometidos, em compara¢do com doadores mais jovens (<2 anos), além de responderem de
maneira diferente a estimulos pro-inflamatorios, aumentando a expressao de genes associados
a osteogénese (TAGUCHI et al., 2019). Estes achados refletem a influéncia das caracteristicas
individuais dos doadores de tecido nas MSCs obtidas e devem ser considerados antes de

procedimentos de terapia celular.

5.3.3 cAD-MSCs amplificadas apresentam reducio do potencial de fechamento de

ferida in vitro

A atividade terapéutica das MSCs ¢ resultado de diversos fatores, incluindo a
capacidade migratoria dessas células para locais de inflamagdo por meio de gradientes

quimiotaticos (JIMENEZ-PUERTA et al., 2020), os quais também podem ser afetados pelo
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surgimento da senescéncia celular (YOUNIS et al., 2018). Durante o processo de cicatrizagao
de feridas, a proliferacao e migracao de fibroblastos sdao essenciais para a formac¢ao de um novo
tecido durante determinadas fases do reparo cutaneo (ZOMER; TRENTIN, 2018) e sabe-se que
a senescéncia celular afeta negativamente esses pardmetros (YOUNIS et al., 2018).

Neste trabalho foi identificado uma redugdo no potencial de fechamento de ferida in
vitro das cAD-MSCs expandidas tratadas com mitomicina, indicando uma alteracdo na
capacidade migratoria dessas células com a senescéncia replicativa (Figura 8). Este parametro
foi afetado em uma passagem celular tardia (P7), sugerindo que a migracao celular ¢ impactada
posteriormente em comparagdo com outros parametros relacionados a cinética celular, como
morfologia e proliferagdo. No entanto, os pontos analisados (24 e 48 horas) representam um
intervalo de tempo que pode nao ser capaz de identificar mudangas pontuais no potencial
migratorio das cAD-MSCs. Portanto, recomenda-se avaliar este aspecto em intervalos mais
curtos, com metodologias mais sensiveis ou por captura de imagens em tempo real, buscando
uma compreensao mais aprofundada do fendmeno e sua correlagio com a senescéncia

replicativa.

5.3.4 cAD-MSCs sofrem alteracoes morfologicas com o aumento de passagens

A senescéncia também afeta a morfologia celular, sendo esta uma das caracteristicas
mais evidentes deste fendtipo. Células senescentes apresentam hipertrofia celular, bem como
um formato achatado e irregular (CRISTOFALO; PIGNOLO, 1993; ZHAO;
DARZYNKIEWICZ, 2013). Neste trabalho, foi realizada a morfometria de cAD-MSCs em
diferentes passagens (Figura 10). Com esta analise verificou-se um aumento da area celular em
P5, que se intensificou em P7, em comparagdo com as passagens iniciais, compativel com a
hipertrofia de células senescentes. Quanto ao formato, foi constatada uma redugdo da relagao
comprimento/largura a partir de P3, que revela uma mudanca da morfologia fusiforme para uma
forma achatada com o aumento no nimero de passagens. O grafico Dot Plot (Figura 10c) ilustra
a visivel diferenga entre populagdes celulares senescentes e ndo-senescentes, sendo que as nao-
senescentes possuem um perfil de area celular menor com pouca variagdo, bem como uma
maior relacdo comprimento/largura. Enquanto isso, o aumento nas passagens resultou em
populagdes heterogéneas, com uma menor relacdo comprimento/largura e area celular maior,
distribuida de maneira nao-uniforme.

Taherian Fard e colaboradores (2023) identificaram diferentes tipos de senescéncia

dentro da mesma populacdo de MSC submetidas a senescéncia replicativa. Seus achados
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demonstram que essas células passam por um estagio de pré-senescéncia seguido pela possivel
entrada em trés tipos de programas de senescéncia celular, cada um com caracteristicas distintas
e mediados por diferentes mecanismos (TAHERIAN FARD et al., 2023). Considerando essas
observacdes, nossos dados morfométricos indicam uma alta heterogeneidade em P7,
potencialmente representando diferentes fendtipos senescentes. Para uma melhor compreensao
destes tipos de senescéncia, andlises de expressdo génica e de proteinas reguladoras do ciclo
celular podem auxiliar na compreensao das redes regulatorias que modulam estas células.
Outros trabalhos ja relacionaram alteragdes morfoldgicas de MSCs senescentes com o aumento
da expressao de pl6 e p21 (OJA et al., 2018), resta identificar como estes e outros marcadores
sao diferencialmente expressos em uma mesma populacdo de MSCs, relacionando padrdes
morfoldgicos com o perfil de expressdo génica, mapeando as subpopulacdes com diferentes

fenotipos senescentes.

5.3.5 cAD-MSCs apresentam aumento progressivo da atividade de SA-B-Gal

Dentre as mudancas emergentes que acompanham a senescéncia celular, adaptagdes
metabolicas sdo bastante comuns. Um exemplo disso ¢ o aumento na massa e na atividade
lisossomal (GONZALEZ-GUALDA et al., 2021). Nesse contexto, a atividade da SA-B-Gal ¢
um marcador amplamente utilizado para identificar a senescéncia em varios tipos celulares. A
atividade de SA-B-Gal pode ser detectada em pH 6,0 e esta relacionada com o aumento da
expressdo génica de GLBI, gene que codifica a enzima -D-Galactosidase, uma hidrolase
lisossomal que possui atividade 6tima em pH 4,0. Porém, com a senescéncia celular, a atividade
de SA-B-Gal pode ser identificada em condi¢des sub-6timas em pH 6,0 (DEBACQ-
CHAINIAUX et al., 2009). Supde-se que esse aumento na massa e atividade lisossomal,
juntamente com a atividade disfuncional da B-Gal, seja resultado da incapacidade das células
senescentes em degradar certas macromoléculas, organelas e lipideos, levando ao acimulo
desses componentes nos lisossomos (OGRODNIK; SALMONOWICZ; GLADYSHEYV, 2019).

Em MSCs, a quantificacao da atividade de SA-B-Gal pode ser aplicada para monitorar
a evolucdo do fendtipo senescente em populagdes expandidas in vitro, tanto em células humanas
quanto caninas (DELBEN et al., 2021; DENG et al., 2021). Neste sentido, P3 ¢ frequentemente
utilizada como controle negativo para a atividade de SA-B-Gal, visto que apenas uma pequena
proporcao de cMSCs expandidas apresentam esta caracteristica (FANG et al., 2018; ZHONG
et al., 2021). Aqui foi constatado um aumento progressivo na atividade da SA-B-Gal em cAD-

MSCs a partir de P5 (Figura 11). Esse achado indica o inicio da prevaléncia de MSCs
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senescentes a partir desta passagem, o que ¢ consistente com resultados obtidos em outros
estudos envolvendo esse tipo celular (FANG et al., 2018; LIU et al., 2018; YASUMURA et al.,
2023).

Porém, ainda ha a necessidade de avaliar a relagdo da atividade de SA-B-Gal com
outros aspectos particulares da senescéncia replicativa, uma vez que este marcador ndo ¢
uniformemente expresso em todas as subpopulagdes de MSCs senescentes (TAHERIAN FARD
et al., 2023). Além disso, estudos aprofundados sobre a atividade lisossomal e macroautofagia
podem elucidar aspectos ainda ndo compreendidos sobre a fun¢do desta atividade enzimatica

na senescéncia replicativa (OGRODNIK; SALMONOWICZ; GLADYSHEYV, 2019).

5.3.6 cAD-MSCs apresentam aumento da ocorréncia de danos genéticos e EROs em

passagem tardia

Interessantemente, as cAD-MSCs em P7 mostraram um aumento tanto no marcador
de quebra de dupla fita y-H2AX (Figura 13) quanto na incidéncia de EROs (Figura 12). Em
MSCs humanas (hMSCs), a expansdo celular durante sucessivas passagens resulta em um
aumento de focos de y-H2AX em passagens tardias (DELBEN et al., 2021; PUSTOVALOVA
et al., 2016). Além disso, MSCs obtidas de doadores idosos (70-80 anos) apresentaram niveis
de EROs mais elevados que as coletadas de doadores infantis (1-12 meses) (KHANH et al.,
2020). Isso mostra a relagdo destes fatores com o envelhecimento in vivo e com a senescéncia
replicativa adquirida com a expansao in vitro.

Porém, a relacdo entre EROs e y-H2AX ¢ ambigua e bidirecional (SRINIVAS et al.,
2019). Em células de cancer de mama, o estresse oxidativo cronico resulta na redugdo de vy-
H2AX, devido a degradacdo proteica mediada por altos niveis de EROs (GRUOSSO et al.,
2016). Por outro lado, o estresse oxidativo agudo causa um aumento de quebras de dupla fita
seguido pelo aumento da incidéncia de y-H2AX, em espermatozoides humanos (LI; YANG;
HUANG, 2006). Especificamente no modelo canino, cBM-MSCs apresentam aumento nos
niveis de EROs com a expansdo in vitro, passando a apresentar niveis elevados em P6, em
comparagdo com passagens anteriores (ZHONG et al., 2021). Além disso, Stojiljkovi¢ e
colaboradores (2022) reportaram, de maneira semelhante, um aumento de cAD-MSCs positivas
para marcagio com y-H2AX em P6 (STOJILJKOVIC et al., 2022).

Com os resultados obtidos, verificou-se que os niveis de EROs e a incidéncia dos focos
de y-H2AX podem ser bons marcadores para a senescéncia celular em cAD-MSCs, uma vez

que sdo expressos em passagens tardias, onde as células cultivadas apresentam diversas
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caracteristicas senescentes, € possuem uma ocorréncia comparavel entre as passagens iniciais.
Este ¢ o primeiro trabalho que identificou a correlagdo do aumento da incidéncia de EROs com
o aumento de Quebras de Dupla Fita (DSB) em cAD-MSCs expandidas in vitro. Essa
constatacdo ndo apenas representa um avango significativo, mas também abre novas
perspectivas para a compreensao da progressao do fendtipo senescente nessas células.

O ensaio para avaliacdo da estabilidade genética por bloqueio da citocinese, revelou
aumento nos brotos nucleares em cAD-MSCs a partir de P5 e que se intensificou em P7 (Figura
14b). Os brotos nucleares sdo um tipo de anomalia nuclear associada a eventos de instabilidade
cromossomica (FENECH et al., 2011) e indicam DNA amplificado removido do nucleo celular
(CORNELIO et al., 2014). Este ensaio, bem como outras analises genéticas, podem ser
empregados com o objetivo de garantir a seguranca e estabilidade genética das MSCs com
potencial clinico e, nesse sentido, as MSCs cultivadas conforme nosso protocolo de
amplificacdo demonstraram, exceto pela ocorréncia de brotos nucleares, uma baixa incidéncia
de danos nucleares (micronticleos e pontes nucleoplasmaticas) nas passagens avaliadas. Isso
sugere que o procedimento de expansao ¢ eficaz para gerar um grande numero de cAD-MSCs

com potencial para aplicacdo em ensaios pré-clinicos.

5.3.7 A amplificacio in vitro reduz a proporc¢iao de cAD-MSCs em apoptose

Uma outra observag¢ao interessante verificada com o ensaio de bloqueio da citocinese
foi a reducdo de células em apoptose/morte celular em P7 em comparagdo com P1 (Figura 14a).
Tanto a senescéncia celular quanto a apoptose sao mecanismos distintos pelos quais células sob
estresse podem acabar adotando. Apesar de diferentes, esses dois destinos celulares
compartilham mecanismos, tornando a correlagdo entre ambos ainda mais ambigua e paradoxal.
(CHILDS et al., 2014; VICTORELLI et al., 2023). Via de regra, células senescentes apresentam
resisténcia a estimulos pro-apoptéticos, mantendo-se viaveis tanto em cultura celular quanto in
vivo (HU et al., 2022). Porém, de maneira contraria ao que foi encontrado no presente estudo,
Zhong e colaboradores (2021) verificaram um aumento da propor¢do de ¢cBM-MSCs em
apoptose com a amplificacdo in vitro (ZHONG et al., 2021). Além disso, resultados do grupo
de pesquisa do LACERT indicam que as MSCs derivadas do tecido adiposo felino demonstram
um aumento na propor¢ao de células apoptdticas a medida que o nimero de passagens aumenta
(BION, 2023). A apoptose das MSCs parece desempenhar um papel fundamental no processo
de imunossupressao mediado por essas células (CHEUNG et al., 2023; GIACOMINI et al.,
2023; PANG et al., 2021), e a literatura apresenta resultados com hMSCs senescentes que
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mostram que a resisténcia a apoptose pode ser bastante variavel, sendo que nem todas as células
senescentes adquirem esta caracteristica (DERYABIN; SHATROVA; BORODKINA, 2021).
Em conjunto, estas constatagdes reforcam a necessidade de se avaliar profundamente
a resisténcia a estimulos pro-apoptdticos em cAD-MSCs no contexto da senescéncia
replicativa. Para isso, devem ser utilizados métodos analiticos mais sensiveis e especificos para
analise de morte celular, uma vez que o ensaio aqui aplicado tem como objetivo principal a

verificacao de alteracOes nucleares.

54  cAD-MSCs como um modelo para o estudo da senescéncia celular

Neste estudo, foi observado um desenvolvimento progressivo de varias caracteristicas
de senescéncia replicativa nas cAD-MSCs, ao longo do cultivo celular. Em conjunto, nossos
resultados revelam a mudancga fenotipica das cAD-MSCs conforme o nimero de passagens
aumenta, permitindo comparagdes com hMSCs senescentes. Em estudo prévio do nosso grupo
de pesquisa, foi constatado que hMSCs do tecido adiposo da face e do abdomen entram em
senescéncia replicativa e perdem a estabilidade genética com o aumento no nimero de
passagens (DELBEN et al., 2021). Nossos resultados indicam caracteristicas de senescéncia
replicativa em cAD-MSCs ja em PS5, enquanto hMSCs demonstraram essas caracteristicas
apenas em passagem mais avangada, em P12. Nesse sentido, as cAD-MSCs apresentam-se
como um modelo potencialmente mais eficaz e menos laborioso para o estudo da senescéncia
replicativa do que as hMSCs. Isso se deve ao fato de que as cAD-MSCs podem ser expandidas
por um periodo menor para adquirir caracteristicas senescentes, simplificando a manipulacdo
das células e a realizag@o de ensaios in vitro. Desta forma, a comparagao entre cMSCs e hMSCs
pode responder a pergunta: cAD-MSCs sdao um modelo mais adequado para o estudo da

senescéncia replicativa do que as hMSCs?

5.5  Limitagdes e perspectivas futuras

Embora tenham sido avaliadas as principais caracteristicas associadas ao
desenvolvimento de senescéncia celular nas cAD-MSCs, neste estudo ndo foram considerados
o comprimento dos telomeros nem a atividade da enzima telomerase. A redugao dos teldmeros
¢ uma das causas conhecidas da senescéncia replicativa, sendo essencial avaliar a progressao
dessa caracteristica ao longo da expansao in vitro. Outro parametro relevante a ser analisado ¢
a fase do ciclo celular em que as cAD-MSCs se encontram em diferentes passagens, o que pode

oferecer uma compreensao mais profunda dos distintos programas de senescéncia que emergem
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na populagdo de cAD-MSCs senescentes. Além disso, ¢ crucial investigar o secretoma das
cAD-MSCs, pois esta diretamente ligado ao potencial clinico da terapia celular com MSCs. O
fendtipo secretdrio associado a senescéncia (SASP) manifesta-se durante o desenvolvimento da
senescéncia e esta associado a uma disfuncao na atividade paracrina das MSCs, frequentemente
apresentando um perfil pro-inflamatoério no secretoma dessas células (YUE et al., 2022). O
secretoma tem sido objeto de investigacdo como um alvo de estratégias de pré-condicionamento
que visam contornar o problema do SASP, e esse tipo de abordagem merece uma atengao
especial, uma vez que poucos estudos avaliam essa caracteristica em cAD-MSCs (HU; LI,
2018).

Algumas metodologias de cultivo que utilizam o pré-condicionamento buscam atenuar
os efeitos da aquisi¢dao do fenotipo senescente ou eliminar células senescentes, selecionando
MSCs que possuem maior capacidade terapéutica(CHERIF et al., 2019; DENG et al., 2021; LI
et al., 2019; ZHOU et al., 2021). Por exemplo, fArmacos senoliticos ou senomorficos podem
representar um avango importante na medicina regenerativa, pois alvejam células senescentes,
e possibilitam o estabelecimento de linhagens de cAD-MSCs que podem ser expandidas por
um maior periodo de tempo sem apresentar caracteristicas de senescéncia replicativa (ZHANG
et al., 2023).

A partir dos resultados aqui expostos, uma série de outros trabalhos puderam ser
construidos, resultando em apresentacdes cientificas que culminaram na disseminag¢do do
conhecimento produzido pelo grupo de pesquisa do LACERT (Laboratério de Células-tronco
e Regeneragdo Tecidual). Além disso, dois artigos cientificos estdo em processo de elaboragao,

no presente momento, um em estagio de finalizag¢do e outro na etapa de redagao.

6 CONCLUSAO

O presente estudo permitiu acompanhar o desenvolvimento das caracteristicas de
senescéncia replicativa em cAD-MSCs, identificando as alteragdes celulares relacionadas a esse
fenotipo. Os resultados indicam que até P3, as cAD-MSCs exibem caracteristicas compativeis
com um fendtipo nao-senescente, mantendo caracteristicas mesenquimais desejaveis para a
terapia celular. Em P1, até por volta de P4, as cAD-MSCs possuem alto potencial proliferativo,
com presenca de morfologia, perfil imunofenotipico e potencial de diferenciacdo compativel
com o estabelecido pela ISCT, além de ndo apresentarem nenhuma alteragao significativa dos
marcadores de senescéncia analisados. Em P5 as cAD-MSCs passam a apresentar muitas das

caracteristicas senescentes avaliadas, como reducao do potencial de autorrenovagao, alteracao
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morfoldgica, aumento da atividade de SA-B-Gal e de brotos nucleares, bem como reducao da
incidéncia de morte celular/apoptose. No entanto em P7, parece ocorrer uma transi¢cao completa
para um fendtipo senescente bem estabelecido, com a presenga de todas as caracteristicas
citadas, incluindo aumento de EROs e da instabilidade genética. A figura 15 resume a linha do
tempo da senescéncia replicativa, proporcionando uma compreensao mais detalhada sobre a
vida 1til das cAD-MSCs expandidas in vitro. Na figura 16 estd representado o resumo do
presente trabalho de maneira grafica. Essas observacdes podem ser relevantes para orientar o
desenvolvimento de metodologias de cultivo, expansdo e aplicacdo de MSCs que sejam mais

eficazes e que apresentem uma maior reprodutibilidade.

Figura 15. Linha do tempo da senescéncia replicativa das cAD-MSCs.
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Figura 16. Resumo grafico.
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