“ Al ||I|II|||’ |
Vo

il 'i
. IIIIHI'H\Ill |

'\, DIFEREN

] 48 " .. ”i [l

{1 Sl 0

4,"-«:Fr:»m,L1

d‘;&c,? SALAO DE 13,419

‘03 “& INOACKD CIENTIFCA g

XXX SIC widos

PROPESQ

st

Evento Saldo UFRGS 2018: SIC - XXX SALAO DE INICIACAO CIENTIFICA
DA UFRGS

Ano 2018

Local Campus do Vale - UFRGS

Titulo INVESTIGACAO DA PRESENCA DE CELULAS CD271+ NO
SANGUE PERIFERICO APOS LESAO MUSCULAR INDUZIDA POR
EXERCICIO FiSICO

Autor LUIZA FURLANETTO FRAGA

Orientador  |LINDOLFO DA SILVA MEIRELLES




INVESTIGACAO DA PRESENCA DE CELULAS CD271+ NO SANGUE
PERIFERICO APOS LESAO MUSCULAR INDUZIDA POR EXERCICIO FISICO

Luiza Furlanetto Fraga
Orientador: Prof. Dr. Lindolfo da Silva Meirelles
Instituicdo: Universidade Luterana do Brasil (ULBRA)

As células estromais mesenquimais (MSCs) sdo células que, em cultura, apresentam ampla
capacidade de diferenciacdo em adipocitos, condrécitos e osteoblastos. Os pericitos envolvem
as células endoteliais dos vasos sanguineos, e ja foi proposto pelo nosso grupo que, durante e
apos lesdo tecidual, os mesmos sdo ativados e mobilizados para a corrente sanguinea, e
podem originar as MSCs. A molécula CD271 é um marcador de superficie de células que dao
origem a cultura de células estromais mesenquimais. Para esse estudo, participantes
forneceram uma amostra de 5mL de sangue, trés dias ap6s sofrerem lesdo muscular induzida
por exercicio fisico. As amostras foram incubadas com solucéo de lise de hemacias, lavadas
com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS), contadas, e dispensadas em tubos de
citometria de fluxo. Um dos tubos recebeu um anticorpo anti-CD271 humano conjugado com
isotiocianato de fluoresceina (FITC). Outro tubo recebeu um anticorpo inespecifico do mesmo
isotipo que o anticorpo anti-CD271 conjugado com FITC. As amostras foram incubadas por
30 minutos a 4°C, lavadas, ressuspendidas em 300 uL de PBS e lidas em um citdmetro de
fluxo Accuri C6 (BD Biosciences), com um minimo de 50.000 eventos coletados. Para uma
abordagem sobre a presenca de MSCs no sangue, amostras de sangue periférico dos
participantes foram incubadas com solucdo de lise de hemacias, lavadas e contadas. As
células foram ressuspendidas em meio de cultura DMEM com 10% de soro fetal bovino, e
incubadas a 37°C. Quando presentes, células com aspecto mesenquimal foram expandidas por
meio de repiques ap6s coleta com uma solucdo de tripsina e EDTA. Até o momento, 5
individuos com lesdo muscular induzida por exercicio fisico tiveram amostras de sangue
analisadas. Destes, apenas dois forneceram uma amostra de sangue em periodo livre de lesdo
muscular. Por isso, foram comparadas as frequéncias de eventos positivos nos tubos que
receberam o anticorpo anti-CD271 com aquelas dos tubos que receberam o anticorpo
controle. A diferenga entre médias calculada foi de 3,9, e o desvio padrdo mais alto
(correspondente ao das frequéncias de células nos tubos teste) foi 1,740. Esses dados foram
inseridos em uma calculadora estatistica. Considerando-se um poder estatistico de 0,8 com
um valor de alfa igual a 0,05, o numero amostral requerido para um teste t ndo pareado
encontrado foi 5. Apos a confirmacdo da normalidade dos valores encontrados, eles foram
comparados por meio de um teste t para amostras ndo pareadas. O teste acusou a presenca de
uma diferenca significante entre elas, com um valor de P menor que 0,01. Em uma Unica
ocasido, em cinco tentativas, observou-se a formagcdo de uma colonia de células
mesenquimais nas garrafas de cultura em que células sanguineas foram dispensadas. Estas
apresentaram expressao de marcadores de superficie tipicamente mesenquimais. Os dados
obtidos até 0 momento demonstram que a possibilidade de pericitos originarem células
estromais mesenquimais apos lesdo tecidual € significativa, e pretende continuar as analises
em mais amostras, utilizando outros marcadores além do CD271 para sua identificacéo.



