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APRESENTACAO

Com grande satisfacdo apresentamos o e-book :A Face Multidisciplinar das
Ciéncias Agrérias", que foi idealizado para a divulgacdo de grandes resultados e
avancos relacionados as diferentes vertentes das Ciéncias Agrarias. Esta iniciativa
estd estruturada em dois volumes, 1 e 2, que contam com 21 e 21 capitulos,
respectivamente.

No volume 2, séo inicialmente apresentados estudos referentes a producéo de
conhecimento na area de veterinaria com temas alinhados a atividade pesqueira e
pecuaria. Nestes trabalhos, sdo levantados questionamentos importantes acerca de
temas de ordem socioambiental, produtiva, epidemiolégica, e controle biolégico de
parasitas. Em uma segunda parte, sao abordadas questdes relativas aos diferentes
segmentos das cadeias produtivas, além de extensao e empreendedorismo no meio
rural. Neste volume, também poderao ser apreciados estudos envolvendo tecnologia
de alimentos e ferramentas voltadas a analise de dados.

Agradecemos a dedicacdo e empenho dos autores vinculados a diferentes
instituicoes de ensino, pesquisa e extensao do Brasil e exterior, por compartilharem
ao grande publico os principais resultados desenvolvidos pelos seus respectivos
grupos de trabalho.

Desejamos que os trabalhos apresentados neste projeto, em seus dois volumes,
possam estimular o fortalecimento dos estudos relacionados as Ciéncias Agrarias,
uma grande area de extrema importancia para o desenvolvimento econdmico e
social do nosso pais.

Julio César Ribeiro
Carlos Ant6nio dos Santos
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CAPITULO 9

PLASTICIDADE ESTRUTURAL E ISOLAMENTO
DE CELULAS PROGENITORAS DO CORDAO
UMBILICAL DE CUTIAS (Dasyprocta prymnolopha)

Maria Acelina Martins de Carvalho
Napoleao Martins Arg6lo Neto

Elis Rosélia Dutra de Freitas Siqueira Silva
Yulla Klinger de Carvalho Leite

Dayseanny de Oliveira Bezerra

Maira Soares Ferraz

Airton Mendes Conde Junior

Andressa Régo da Rocha

Gerson Tavares Pessoa

Miguel Ferreira Cavalcante Filho

RESUMO: A cutia vem sendo utilizada como
modelo experimental em diversos estudos
voltados a biologia reprodutiva. O cordao
umbilical, anexo embrionario que une o feto a
placenta, tem sido relatado como um importante
sitio anatémico para obtengao de células-tronco.
O objetivo deste estudo foi descrever macro e
microscopicamente o cordao umbilical de cutias,
em fases diferentes da gestacdo, expandir e
cultivar in vitro as células progenitoras e relatar
suas caracteristicas morfologicas. Foram
utilizadas sete cutias submetidas a cesariana
paraacoleta dos corddes umbilicais, cinco foram
destinadas aos estudos da estrutura do cordao,
em diferentes estagios de gestacéo (30, 35, 50,
75 e 100 dias po6s-coito), e duas, no terco final
da gestacéo, para isolamento e cultivo celular.
O cordéo umbilical de cutia assume disposi¢ao
espiralada, com veias e artérias sobre ele a partir

A Face Multidisciplinar das Ciéncias Agrarias 2

CRIADAS EM CATIVEIRO

dos 50 dias ap0s o coito. As artérias apresentam
camada externa de fibras musculares lisas,
disposicao
média de fibras musculares lisas, apenas com

longitudinal e circular, camada
disposicao longitudinal e intima revestida pelo
endotélio. As veias constituidas por fibras
musculares lisas longitudinais com um extrato
de células musculares lisas e pelo endotélio
Em todas as fases gestacionais analisadas é
uma estrutura delimitada por tecido epitelial
simples pavimentoso, proveniente do amnio,
aderido a Geleia de Wharton e com formacao
de vasos umbilicais e ducto alantéide. O
protocolo proposto permitiu a coleta de células
progenitoras do corddo umbilical de -cutias,
viaveis com elevada concentracéo celular.
PALAVRAS-CHAVE: Cordao
Morfologia. Fases gestacionais. Cultivo celular.
Cutia.

umbilical.

STRUCTURAL PLASTICITY AND ISOLATION
OF UMBILICAL CORD PROGENITOR CELLS
OF AGOUTI (Dasyprocta prymnolopha)
RAISED IN CAPTIVITY

ABSTRACT: The agouti has been used as an
experimental model in several studies focused
on reproductive biology. The umbilical cord,
an embryonic attachment that connects the
foetus to the placenta, has been reported as an
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important anatomical site for obtaining stem cells. The objective of this study was to
describe macro- and microscopically the umbilical cord of agoutis at different stages
of gestation, to expand and cultivate in vitro the progenitor cells and to report their
morphological characteristics. Seven cutias were submitted to caesarean section to
collect the umbilical cords: five were destined for studies of cord structure in different
stages of gestation (30, 35, 50, 75 and 100 days postcoital), and two were collected
in the third stage of gestation for isolation and cell culture. The umbilical cord of cutias
assumes a spiral arrangement, with veins and arteries on it starting 50 days after coitus.
The arteries present an outer layer of smooth muscle fibres in a longitudinal and circular
arrangement and a medium layer of smooth muscle fibres with only longitudinal and
intimate orientation and coated by the endothelium. The veins consist of longitudinal
smooth muscle fibres with an extract of smooth muscle cells, and the endothelium, in
all analysed gestational phases, is a structure bounded by simple pavement epithelial
tissue originating from the amnion, adhered to Wharton’s Jelly and forming the umbilical
vessels and allantoid duct. The proposed protocol allowed the collection of a high
cellular concentration of umbilical cord progenitor cells from viable cutias.
KEYWORDS: Umbilical cord. Morphology. Gestational stages. Cell culture. Agouti.

INTRODUCAO

A cutia € um roedor da subordem Hystricomorpha que em condi¢cdes naturais
vive em matas, capoeiras e areas cultivadas, das Américas Central e do Sul, muito
utilizada na caca predatoéria, desempenha importante papel ecolégico, e desperta
crescente interesse cientifico (GUIMARAES et al., 2016; MARTINEZ et al., 2013).

Estudos com o objetivo de melhor conhecimento da morfologia dessa espécie
silvestre sdo relevantes, pois podem representar uma alternativa para investigacdes
de diversos processos patoldgicos, além de contribuirem para sua preservacao
(SILVA et al., 2014). Quanto aos aspectos morfofisiologicos da reproducao da fémea
de cutia, varios trabalhos tém sido desenvolvidos (ALMEIDA et al, 2003; FERRAZ
et al., 2016; FORTES et al., 2013; GUIMARAES et al., 2016; SOUSA et al., 2012).
Apesar das descricbes morfologicas da placenta (RODRIGUES et al., 2003, 2006),
como forma globular (esférica), estrutura lobada, orientagao do fluxo sanguineo fetal,
e sub-placenta, quanto a morfogénese do cordao umbilical, ndo foram constatados
estudos especificos na cutia. Ja, em mocd (Kerodon rupestris), sao fornecidas
informacdes sobre os componentes estruturais do cordao umbilical em diferentes
estagios da gestacdo (RODRIGUES et al., 2013).

Além disso, pesquisas com células-tronco em novos modelos animais,
incluindo, espécies ndo convencionais, como a cutia, tem demonstrado resultados
promissores quanto a dinémica celular in vitro e in vivo, representando avang¢o na
insercdo das inovacdes sobre o cultivo e uso em terapia celular (CABRAL et al.,
2012; CARVALHO et al., 2015; ROCHA, 2015; ROCHA et al., 2012). Porém, em
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sendo o cordao umbilical uma possivel fonte de células-tronco mesenquimais, nessa
espécie de roedor silvestre, nado foi encontrada nenhuma base cientifica na literatura.

O cordao umbilical € um anexo exclusivo dos mamiferos e se desenvolve
quando uma conexao de tecido mesenquimal se espessa entre 0 embrido e o
cérion, formando uma ponte responsavel pelo transito sanguineo entre mae e feto
(EITELVEN et al., 2017; PROCTOR et al, 2013). Os diferentes tecidos do cordao
umbilical contém células-tronco hematopoéticas e mesenquimais (CTM), possiveis
de serem utilizadas em uma variedade de propostas terapéuticas, representando
importante sitio anatémico para a obtencdo de CTM, tanto o seu revestimento,
camada subendotelial, sangue, zona perivascular, quanto a geleia de Wharton
(EITELVEN et al., 2017; WATSON et al., 2015).

As CTM vém ganhando atencao nas pesquisas em humanos e animais, sendo
o principal foco de interesse da terapia celular a medicina regenerativa em virtude
de sua expansibilidade in vitro, obtencédo in6cua, possibilidade de transplantes
autdlogos, e principalmente, inexisténcia de impedancia ética (MARTINS et al., 2014;
SILVA et al., 2009).

Considerando que o cordao umbilical € descartado ap6s o nascimento, o
aproveitamento dessas células apresenta-se como uma alternativa de transplante
com menores riscos de rea¢des imunoldgicas no hospedeiro, riscos minimos para
o doador, rapida e facil disponibilidade (BYDLOWSKI et al., 2009). Este estudo teve
como objetivo descrever macro e microscopicamente o corddo umbilical de cutias
em diferentes fases gestacionais, isolar e expandir in vitro as células progenitoras
descrevendo suas caracteristicas morfolégicas.

METODOLOGIA

Etica e experimentacao animal

Foram utilizadas sete cutias (D. prymnolopha) criadas no Nucleo de Estudos e
Preservacao de Animais Silvestres-NEPAS (Registro IBAMA/PI N° 02/08-618, CTF N°
474064), autorizadas pelo Sistema de Autorizacao e Informag¢ao em Biodiversidade
— SISBIO para atividades com finalidade cientifica N° 19254-1. Os experimentos
foram realizados apds aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Piaui, parecer N° 006/09.

Procedimento anestésico-cirurgico

As cutias foram avaliadas por meio de colpocitologia e exames ultrassonograficos
para diagnostico e acompanhamento gestacional. Para a avaliagao da bioarquitetura
do corddo umbilical utilizaram-se cinco animais em diferentes idades gestacionais
expressas em dias pds-coito aos 30, 35, 50, 75 e 100 (dpc). As fémeas gestantes
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foram pré-medicadas com Tramadol (2mg/kg) e induzidas com quetamina (20mg/kg)
e mantidas com Halotano, para a realizacdo de cesariana, no Hospital Veterinario
Universitario da Universidade Federal do Piaui (HVU-UFPI). Procedeu-se uma
incisao na linha Alba no sentido pré-retroumbilical de forma a expor o utero gravidico,
em seguida foi realizada outra incisdo no corno uterino gestante para obtencéao do
feto e anexos fetais.

Bioarquitetura do cordao umbilical

A descricdo macroscépica do funiculo umbilical foi realizada por meio de
dissecacao do saco amniético, para observacao e identificacdo do cordao umbilical,
registrado mediante fotografias com maquina digital (Nikon Eclipse E200). Para
as analises microscépicas, o cordao umbilical foi lavado em agua a 40° C, fixado
em formaldeido tamponado a 10% por 24h e submetido ao processamento
histologico para coloragdo por Hematoxilina-eosina. Foram confeccionadas laminas
permanentes, analisadas em microscopia de luz e fotografadas por meio de um
sistema fotomicrografico especifico utilizando maquina digital (Sony Cibershot®)
acoplada a microscopia, realizado no laboratério de Morfologia e Histologia do
Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisa com Células-tronco da UFPI (LabMorf/
NUPCelt).

Isolamento e cultivo das células progenitoras do cordao umbilical

Duas fémeas foram acompanhadas durante toda a gestacéo e submetidas a
cesariana na eminéncia do parto para a coleta dos corddes umbilicais. Estes foram
pincados em suas extremidades, seccionados e lavados em PBS (PBS — Phosphate
Buffered Saline) com 2% de antibi6tico (Penicilina-estreptomicina) para a eliminagao
do sangue retido nos vasos. Em seguida, o cordao foi dissociado mecanicamente,
com auxilio de uma lamina estéril de bisturi em uma placa de Petri contendo solugéo
de Colagenase tipo 1 a 1% (Invitrogen®, Cat. N° 17100-017). O material foi incubado
em estufa (TECMAL TE-399®) a 37°C, em 5% de CO2 e umidade de 95% durante
30 minutos. Apés esse procedimento, a reacao enzimatica foi bloqueada pelo uso de
meio de cultura basal completo Dulbecco’s Modified Eagle’s (D-MEM) (Invitrogen®
baixa glicose, N° 11995065) suplementado adicionalmente com 15% de soro fetal
bovino, 1% de penicilina-estreptomicina, 1% de L-glutamina (Invitrogen Corporation)
e 1% de aminoacidos ndo essenciais (Sigma® N° M7145).

As células isoladas foram plaqueadas na concentracdao de 10° células/mL em
garrafas de cultura de 25cm? com 3mL de meio de cultivo e mantido em estufa
incubadora. O meio foi trocado a cada trés dias e a cultura, monitorada para avaliagao
do crescimento, até atingir 80% de confluéncia. Os pogos de cultura foram submetidos
a tripsinizagdo e avaliada concentragdo celular utilizando-se um hematocitdmetro.
As células foram plaqueadas na concentracdo de 10° células/mL em garrafas de
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cultura de tecidos de 25cm?, incubadas expandidas, fotografadas em microscopio
invertido de contraste de fase (COLEMAN NIB-100®) e repicadas com o dobro da
area original, aferindo-se a concentracdo e morfologia celular a cada passagem.

RESULTADOS

Macroscopicamente o corddo umbilical de cutia (Dasyprocta sp) 30 dpc
(Figura 1A) é uma estrutura tubular, alongada, transparente. Aos 35dpc (Figura 1B)
apresentam vasos sanguineos iniciando processo em forma de espiral. J& aos 50
dpc (Figura 1C) os vasos estdao completamente espiralados, no sentido anti-horario,
com artérias e veias de diferentes calibres, envoltas no corddo e de coloracéao
avermelhada. Aos 75 dpc (Figura 1D) o corddo apresenta-se esbranquicado
ligeiramente amarelado, constituido de trés artérias e duas veias umbilicais. As
artérias se localizam centralmente no cordao e as veias passam espiralando-o. Aos
100 dpc (Figura 1E) esta estrutura tem 10 cm de comprimento, continua alongado,
transparente, com o0s vasos sanguineos espiralados de forma simétrica.

Figura 1. Fotografias do corddao umbilical de cutias (D. Prymnolopha) nas diferentes idades
gestacionais, expressas em dias p6s-coito (dpc). A: Cordao umbilical (seta preta) comunicando
a placenta (PL) ao feto (FE) aos 30dpc. B: Vasos sanguineos (asterisco) iniciando processo em
forma de espiral do corddo umbilical (seta preta) proximo a placenta (PL) aos 35dpc. C: Vasos




totalmente espiralados (asterisco) do cordao umbilical (seta preta) proximo ao feto (FE) aos 50
dpc. D: Artérias (seta vazada) localizadas centralmente ao corddo umbilical (seta preta) e veias
(seta branca) espiralando o cordao ligando a placenta (PL) ao feto (FE) aos 75 dpc. E: Veias
(seta branca) envoltas as artérias (seta vazada) do cordao umbilical (seta preta) ligada ao feto
(FE) aos 100dpc.

Quanto a analise histolégica, o corddo umbilical aos 30 dpc é delimitado por
tecido epitelial simples pavimentoso, com células pavimentosas, com as células
unidas entre si, e pouco material extracelular entre elas, aderido ao tecido conjuntivo
mucoso (geleia de Wharton), rico em substancia amorfa, pela intensa sintese de
fibroblastos. Nao foi possivel a visualizagdo dos vasos umbilicais, nesta fase da
gestacédo. Ja aos 35dpc (Figura 2) os vasos apresentaram-se evidentes, e a estrutura
histologica do corddao manteve-se semelhante. Nesta fase, foram identificados uma
artéria, uma veia e o ducto alantoide. A artéria umbilical apresenta trés camadas: a
camada externa (adventicia), de fibras musculares lisas com disposi¢ao longitudinal
e circular, a média formada também por fibras musculares lisas com disposicao
longitudinal e a intima, por células endoteliais. A veia umbilical com dupla camada:
uma de fibras musculares lisas com disposi¢ao longitudinal, com células musculares
lisas e pelo endotélio. O ducto alantoide apresentou-se constituido por uma simples
camada de células endoteliais, achatadas com nucleos centrais e elipticos.

Aos 50 dpc, histologicamente, o corddo umbilical de cutias (Figura 3A) é
demarcado pelo tecido epitelial simples pavimentoso proveniente do amnio, formado
por células de revestimento, com as células epiteliais pavimentosas apresentando-
se achatadas, poliédricas, juntas e sobrepostas fixadas ao tecido conjuntivo denso
modelado através da lamina basal onde ocorre troca de materiais, e assim, como
aos 35 dpc, € constituido em sua maior parte pela geleia de Wharton rica em matéria
fundamental, com formato estrelado, grandes e nucleos elipticos. Quanto aos vasos
sanguineos umbilicais, neste estagio de desenvolvimento séo individualizadas trés
artérias e duas veias umbilicais.
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Figura 2. Fotomicrografia do cordao umbilical de cutias (D. Prymnolopha) 35 dias ap6s o coito
em corte longitudinal. O corddo umbilical delimitado por tecido epitelial simples pavimentoso
(TSP), aderido ao tecido conjuntivo mucoso ou geléia de Wharton (GW), presenca de vasos:

uma artéria(AU), uma veia umbilical(VU) e ducto alantoide(DA). HE: 4x.

As artérias (Figura 3B), com a camada intima formada por fibras musculares
lisas com disposi¢ao longitudinal circular (miécitos), a média, fibras musculares com
disposicao longitudinal e a intima ao redor do lumen, por células endoteliais. Do
mesmo modo as veias umbilicais formadas por uma dupla camada, a mais externa
ao lumen, constituida de fibras musculares lisas com disposicao longitudinal, feixes
longitudinais de miofibrilas e células musculares lisas; e a mais interna, revestida
pelo endotélio e por um uUnico estrato de células achatadas (Figura 3C). O ducto
alantdéide (Figura 3D) quando comparado ao 35 dpc ndo apresenta alteracdes em
sua conformacgao.
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Figura 3. Fotomicrografia do cordao umbilical de cutia (D. Prymnolopha) 50 dias ap6s coito.
A: Cordao umbilical dividido em duas partes, unidas por filamentos de tecido epitelial simples
pavimentoso, fixado ao tecido conjuntivo (TC), massa de tecido conectivo mucoso (TCM),
revestido por tecido epitelial amni6tico (TEA), trés grandes vasos arteriais umbilicais (AU) e
o ponto de ramificacao (PR) para formacgéo de pequenos vasos: duas veias umbilicais (VU) e
um ducto alant6ide (DA) aderidos a uma pequena massa de tecido conjuntivo (MTC) envolto
por tecido epitelial pavimentoso simples (TEP). HE:4x. B: Artéria umbilical com trés camadas:
a mais externa, a média, formadas por fibras musculares lisas (FML), e interna (adventicia),
por células endoteliais (CE) ao redor do lumen (L). HE: 100x. C: Veia umbilical com duas
camadas: a externa formada de fibras musculares lisas (FML) longitudinais; e interna, por
células endoteliais (CE) préximas ao lumen (L). HE: 40x. D: Ducto alantoide aderido ao tecido
conjuntivo mucoso (TCM) com grande quantidade de fibroblastos (FB), formado apenas por
uma simples camada de tecido epitelial com células endoteliais (CE), células achatadas com
nucleos centrais e ovais em contato com o lumen (L). HE: 40x.

Aos 75 dpc., o corddo manteve a sua estrutura histoldgica, sendo delimitado
por uma Unica camada de células epiteliais, achatadas assemelhando-se a escamas,
préximas umas das outras, fixadas ao tecido conjuntivo. A geleia de Wharton com
fibras elasticas e colagenas e vasos aderidos ao tecido, sendo a lamina elastica
venosa mais regular do que a arterial. Aos 100 dpc (Figura 4A-B) ndo foram
observadas diferencas histolégicas relevantes quando comparadas aos 75dpc. No
entanto, observou-se com maior evidéncia as artérias (Figura 4C-D) com parede
mais espessa e lumen de formato estrelado, enquanto as veias (Figura 4E-F), parede
mais delgada e lumen eliptico.
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Figura 4. Fotomicrografia da parede do corddo umbilical de cutia (D. Prymnolopha) 100 dias
pds coito. A: Mostra o tecido epitelial simples pavimentoso (TEP), geléia de Wharton (GW)
com fibras elasticas e colagenas (FEC), artérias (AU) e as veias umbilicais (VU). HE: 4x. B:

Camada de tecido epitelial simples pavimentoso mono estratificado (ME), células pavimentosas

(CP); geléia de Wharton(GW) rico em substancia amorfa, sintetizada pelos fibroblastos (FB).

HE: 100x. C: Artéria umbilical: camada adventicia (CA), com fibras musculares longitudinais e

circulares, a camada média (CM), com fibras musculares longitudinais, camada intima (ClI) e

[Gmen arterial (L). HE: 10x. D: Artéria umbilical: Lamen arterial de formato irregular (L), lamina

elastica interna (LEI). HE: 40x. E: Veia umbilical: fibras musculares lisas circulares (FML),
endotélio (ED), lumen com coagulo sanguineo (CS), tecido conjuntivo mucoso (TCM). HE:

10x. F: Veia umbilical: Miofibrilas, fibras musculares lisas (FML) com disposicao longitudinal e

segunda camada com células endoteliais (CE), [umen com coagulo sanguineo (CS). HE: 40x.

O protocolo de isolamento de células progenitoras do corddo umbilical de
cutias, utilizado mostrou-se eficaz com o numero médio de células isoladas por
animal de 4,5 x 105, com viabilidade celular média de 89% ao longo das passagens
e se manteve similar entre as amostras cultivadas de corddo umbilical, conforme
apresentado na Tabela 1.
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Amostra Concentracao Viabilidade

Animal (cordao) (células/mL) (%)
1 A 1,16 x 10° 93

B 1,36 x 10° 96

, C 1,42 x 108 85

D 1,82 x 10° 82

Média 4,5x10° 89

Tabela 1 — Concentracéo de células-tronco mesenquimais isoladas e viabilidade celular por
amostra, em cutias (D. prymnolopha, Wagler, 1831).

As primeiras células fusiformes aderentes foram observadas apds 48 horas de
cultivo, circunjacentes ao explante. O surgimento das primeiras colénias celulares
ocorreu apdés 96 horas de cultivo, com morfologia fibroblastbide e aderentes.
Inumeras células mononucleares permaneceram em suspensdo até a primeira
lavagem com PBS, ap6s 72 horas de cultivo. No decorrer das sucessivas lavagens,
ao longo de 30 dias, o percentual dessas células em suspensédo e aderidas
reduziu progressivamente, até que foram observadas apenas colénias de células
progenitoras. Estas coalesceram e formaram uma monocamada celular com 80% de
confluéncia apés 45 dias de cultivo.

As células obtidas organizaram-se dispersamente ao explante, com morfologia
mononuclear e em suspensao, decorrentes da liberacdo do tecido mediante digestao
enzimatica. A medida que as células aderiam ao substrato de cultivo, assumiam a
morfologia fusiforme, em clusters circunjacentes ao explante, com nucleo evidente,
margens celulares bem definidas e mantendo contato umas com as outras por meio
de prolongamentos citoplasmaticos orientados paralelamente entre si (Figura 5). As
células preservaram a morfologia fibroblastide observada no isolamento da cultura,
expandiram-se continuamente por sete passagens e obtiveram-se concentragdes
celulares crescentes a cada repique.
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Figura 5. Culturas de explante de cord@o umbilical de cutia (D. prymnolopha, Wagler,1831).
A: Células fusiformes (setas brancas) em torno de um fragmento de cordao umbilical (seta
vazada), em primeira passagem. Identificam-se inUmeras células mononucleares, de morfologia
arredondada ou ovalada, em suspensao (setas pretas). Aumento de 5x. B e C: Células
fusiformes (setas brancas) distribuidas marginalmente ao explante (seta vazada), em quinta
passagem. Aumento de 10x. D: Colénia homogénea de células fusiformes com nucleos (setas
brancas), nucléolos e limite celulares evidentes, em sexta passagem. Aumento de 20x.

DISCUSSAO

O cordao umbilical de D. prymnolopha apresenta vasos umbilicais com
disposicéao tipica, obedecendo ao padréo espiralado, semelhantemente aos relatos
da literatura para bubalinos e humanos (FERREIRA et al., 2009; PATIL et al., 2013;
STANDRING, 2010). Esta disposicdo apresenta-se durante o segundo e terceiro
trimestres da gestagcao, e presumivelmente ocorre devido a angulagcées no cordéao,
com o avango da gestacao e forga de torcdo imposta pelos movimentos fetais. O
comprimento do corddo umbilical de 10cm, visto aos 100dpc se assemelha aos
achados em outra espécie desse roedor, Dasyprocta leporina L, em que varia de
comprimento entre de 9,5-13 no terco médio e final da gestacao (RODRIGUES et
al., 2006).

Entre os 35 e 50dpc, histologicamente, foi evidenciado o aumento no numero de
vasos sanguineos, anteriormente, dois, uma artéria e uma veia umbilical, passando
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a cinco vasos sanguineos, trés artérias e duas veias umbilicais. Do mesmo modo,
0 numero de vasos sanguineos, entre o terco médio e final da gestagcado em D. aguti,
Hydrochoerus hydrochaeris, Kerodon rupestres, Cavia porcellus e Agouti paca, foi
observado por Miglino et al., (2004). No entanto, dentre esses vasos os autores
identificaram, uma artéria e uma veia vitelinica, que supriam o saco vitelino na
placenta, diferentemente, neste estudo que néo foi possivel a identificagcao de vasos
vitelinicos.

O epitélio de revestimento do cordao umbilical € composto de tecido epitelial
simples pavimentoso, semelhante ao verificado em mocés (RODRIGUES et al., 2013).
Contudo, difere dos estudos de Hillemann e Gaynor (1961) em nutrias (Myocastor
coypus) e Silva (2001) em paca (Agouti paca) por apresentarem revestimento de
epitélio escamoso simples continuo, e cubico simples, com nucleos ovoides. Essa
estrutura € constituida, em sua maior parte, pela geleia de Wharton, com fibras
de colageno e elastina, que contribuem para a firmeza do cord&o intacto. Para
Ferguson e Dodson (2009), a espessura e turgidez da geleia de Wharton variam com
a expansao e contracao dos vasos, e podem sustentar estruturalmente e prevenir a
sobredistensdo dos vasos.

A parede da artéria apresenta trés camadas e da veia, duas, contudo,
rudimentares na fase de 35dpc, tunicas em desenvolvimento, mas néo totalmente
diferenciadas entre elas. Ja, entre os 50 e 100dpc, tanto as artérias quanto as veias
umbilicais possuem distincdo das camadas musculares e disposi¢cao de suas fibras
semelhantes ao descrito na literatura para outros animais e humanos (KADNER et
al.,, 2004; RODRIGUES et al., 2013; ZHU et al., 2016). Essas fibras formam um
esfincter que promovem a oclusao dos vasos quando da ruptura do cordao umbilical
evitando hemorragias (FERREIRA et al., 2009). Quanto ao tecido de revestimento
interno da parede do ducto alantéide os resultados em cutias foram diferentes
dos verificados por Tibbttes e Hillemann (1959) em chinchilas e por Silva (2001)
em pacas, que indicam epitélio bi-estratificado cubico. Porém, em cutias o ducto
alantéide é formado por células endoteliais, assim como, citado por Rodrigues et al.
(2013) em mocos.

A obtencéo de células progenitoras aderentes a partir do corddo umbilical de
cutias em terco final de gestacéo foi eficaz mediante a adaptacdo de protocolos
prévios para células murinas e humanas (GUO;WANG, 2018; LI et al., 2012). Estes
autores utilizaram, em comum, a fragmentacdo mecanica, digestdo enzimatica e
cultivo em estufa de CO,, para isolamento celular. Neste estudo, optou-se ainda,
pela lavagem do cordao umbilical com 10% de antibidtico conjugado (penicilina-
estreptomicina), dado os riscos de contaminacéo entre o transporte do mesmo do
centro cirurgico para o laboratoério de cultivo celular. Além disso, o meio nutriente base
foi suplementado com 15% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de aminoacidos néo-
essenciais (ANE) para minimizar a morte celular por privacao de oxigénio e nutrientes,
no periodo intermitente entre a coleta do material e inicio do processamento. Tais
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opcbes ndo sdo comumente descritas em literatura e ndo foram identificados estudos
comparativos entre estas metodologias. Contudo, Reiners et al. (2000) postularam
que a reducao dos niveis de glutationa e fatores de crescimento, dentre outras
substancias, contribuem para o estresse oxidativo celular. Como a solu¢ao de ANE.
€ rica em acido glutamico, cisteina e glicina, componentes do antioxidante glutationa
e 0 SFB, rico em fatores de crescimento, assumiu-se o silogismo que a utilizacéo dos
mesmos contribuiria para manutencéo da viabilidade celular.

N&o obstante, a viabilidade média celular obtida foi de 89% e a concentracao
média de 4,5 x 10° células/mL, similar ao obtido por Cooper et al. (2013); Pawitan
et al. (2014); Kannaiyan e Paulraj (2015) que obtiveram concentracdes entre 10° a
108 células/mL e viabilidade acima de 80%, 0 que nos permite inferir que o0 modelo
proposto foi adequado.

Tais caracteristicas morfologicas e a disposicao das células foram semelhantes
as observadas em culturas de célula-tronco mesenquimais (CTM) isoladas da
polpa dentaria de cutias em que grande quantidade de células arredondadas em
suspensao estavam presentes nas primeiras horas devido a dissociagcdo enzimatica
do explante, e posteriormente, com morfologia fusiformes decorrente da adesividade
celular dispostas ao redor do tecido pulpar adjacente (CARVALHO et al., 2015).

A observacdo de clusters circunvizinhos ao explante em que as células
desprendem-se do tecido do corddo umbilical, formando, em organiza¢do radial
também corroboram com os achados de estudos com CTM do cordao umbilical
(BIEBACK et al. (2010), COOPER; VISWANATHAN, 2011; SHI et al. 2011; YANG et
al. 2011).

Embora nédo seja objeto do presente estudo a determinacéo da natureza das
células progenitoras obtidas, estudos inferem que células plastico - aderentes, de
morfologiafusiforme afibroblastdide, que originemcélulasidénticasasi, permanecendo
indiferenciadas por mais que cinco passagens, podem ser classificadas como tronco
mesenquimais (BIEBACK et al. 2010; COOPER; VISWANATHAN, (201; NARDI;
MEIRELLES, 2006). Neste estudo, as células foram mantidas indiferenciadas até
a décima passagem, sustentando tal possibilidade, como proposto por Rocha et al.
(2012).

Segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular, sdo necessarios,
no minimo, a inducdo da diferenciacdo celular em duas linhagens distintas
e caracterizacao imunofenotipica CD90 ou 105 positivo e negativo para dois
marcadores hematopoiéticos para classificacdo da linhagem como tronco
mesenquimal (DOMINICI et al., 2006). Como a cutia € um roedor silvestre, nativo
da fauna americana e cujos recentes estudos (CABRAL et al., 2015; FERRAZ et al.,
2016; GUIMARAES et al., 2016) indicam-no como modelo animal alternativo aos
modelos murinos, é fundamental a descricdo da plasticidade estrutural dos anexos
embrionarios, bem como seu potencial para isolamento de células progenitoras, tal
qual propbe-se nesta oportunidade, para posteriormente maiores estudos acerca da

A Face Multidisciplinar das Ciéncias Agrarias 2 Capitulo 9




caracterizacdo celular. Aléem disso, para pesquisas futuras, o desenvolvimento de
anticorpos especificos para caracterizagcado de células progenitoras nesta espécie
constituir-se-a em importante desafio cientifico.

As caracteristicas in vitro observadas de confluéncia, expansao continua
em taxa crescente de repique, viabilidade e homogeneidade morfologica indicam
estabilidade celular nas culturas das células progenitoras obtidas do cordao umbilical
de cutias, referendando potencial do tecido para estudos de caracterizagéo e terapia
celular.

CONCLUSAO

A bioarquitetura do cordao umbilical de cutias (D. Prymnolopha) é descrita de
forma semelhante a outros roedores silvestres, com disposicao tipica dos vasos
umbilicais, composto em sua maior parte, pela geléia de Wharton. No decorrer
das fases gestacionais ocorre a formacao dos vasos sanguineos umbilicais, que
aumentam em nuamero, e apresentam maior percepcéo da sua composicao histologica.
O modelo proposto para coleta de células progenitoras do cordao umbilical de cutias
€ viavel para obtencéo de amostras com elevada concentracédo e viabilidade celular.
A celularidade deste 6rgéo traduz a possibilidade do seu uso clinico em terapia
celular, pois foram identificadas células morfologicamente semelhantes as células
mesenquimais indiferenciadas.
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