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RESUMO 

Células-tronco mesenquimais (CTMs) são caracterizadas por serem células indiferenciadas 

que possuem como principais características a capacidade de autorenovação, alto potencial de 

proliferação e diferenciação em diversos tecidos. São facilmente isoladas in vitro, 

apresentando morfologia semelhante a fibroblastos e devem apresentar a capacidade de 

realizarem in vitro a diferenciação condrogênica, osteogênica e adipogênica, assim como 

serem positivas para CD105, CD73 e CD90 e negativas para CD45, CD34, CD79a. O 

presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial das células-tronco mesenquimais 

derivadas de tecido adiposo de Aotus azarai infulatus KUHL-1820, oriundos do Centro 

Nacional de Primatas (CENP)- Ananindeua, PA. Acredita-se que tal espécie animal possui 

características que lhes permitem ser um excelente modelo biológico para estudos com fins de 

terapia celular, objetivou também analisar a curva de crescimento celular, porcentagem da 

viabilidade celular, antes e após a criopreservação, realizar análises morfológicas, testes 

imunocitoquímicos e a análises do cariótipo. As células foram isoladas por digestão 

enzimática com colagenase tipo IV e cultivadas in vitro. Os resultados mostraram que as 

células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo possuem elevada capacidade de 

proliferação se expandindo rápido nas garrafas de cultivo, apresentaram viabilidade em média 

acima de 90% e não apresentou diferença significativa quando se comparou células 

submetidas à criopreservação com células não criopreservadas. Apresentaram morfologia 

semelhante a fibroblastos e uma cinética de crescimento esperada para esse tipo de célula, 

foram positivas para CD105, CD73, e CD90 e negativa para CD34, CD79a e CD45. Na 

análise cariotípica foi observado um rearranjo em heterozigose no par 3, no qual um dos 

cromossomos sofreu uma fissão cêntrica, originando dois acrocêntricos, sugerindo que o 

mesmo é uma alteração constitucional do animal analisado, sugerindo que o mesmo seja 

híbrido entre dois citótipos diferentes. As células responderam de maneira positiva para a 

diferenciação adipogênica, condrgênica e osteogênica, comprovando sua 

multipotencialidade.Conclui-se, através dos resultados obtidos, que os testes básicos 

necessários para que uma célula seja considerada célula-tronco mesenquimal foram positivos 

nestes experimento, induzindo que a espécie Aotus azarai infulatus pode servir como 

excelente modelo biológico em estudos utilizando células-tronco mesenquimais e terapia 

celular 

Palavra-chave: Aotus azarai infulatus; Tecido adiposo; Células-tronco mesenquimais 
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ABSTRACT 

The Mesenchymal Stem Cells (MSCs) are characterized by undifferentiated cells that have 

the main characteristics self-renewal, high potential for proliferation and differentiation in 

many tissues. The Mesenchymal Stem Cells are easily isolated in vitro, with fibroblast-like 

morphology and should exhibit the ability to perform in vitro chondrogenic, adipogenic and 

osteogenic differentiation, as well as being positive for CD 105, CD73, and CD90 and 

negative for CD45, CD34, CD79a. This study aims to evaluate the potential of Adipose- 

Derived Mesenchymal Stem Cells of Aotus azarai infulatus KUHL-1820, obtained from the 

National Primate Center (CENP) - Ananindeua, PA. It is believed that this specie has 

characteristics that allows them to be an excellent biological model for studies of cellular 

therapy, also examining the cell growth curve, the percentage of cell viability before and after 

cryopreservation, performing morphological analysis, immunocytochemical tests and 

karyotype analyzes. The Cells were isolated by enzymatic digestion with type IV collagenase 

and cultured in vitro. The results showed that Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells has 

high proliferation capacity expanding fast in bottles of cultivation, showed average viability 

above 90% and was not significantly different when compared with cells subjected to 

cryopreservation and not cryopreserved cells . Showed fibroblast-like morphology and growth 

kinetics expected for this type of cells. Were positive for CD105, CD73, and CD90 and 

negative for CD34, CD45 and CD79a. In karyotype analysis showed a rearrangement 

heterozygous at par 3, in which one of the chromosomes underwent a centric fission, yielding 

two acrocentric, suggesting that it is a constitutional alteration of the analyzed animal, 

suggesting that it is hybrid between two different cytotypes. The cells responded positively to 

the adipogenic, chondrogenic and osteogenic differentiation. The results, showed that the 

basic tests required for a cell to be considered mesenchymal stem cells were positive in these 

experiments, leading to the Aotus azarai infulatus may be an excellent biological model in 

studies using mesenchymal stem cells and cellular therapy. 

Key-words: Aotus azarai infulatus; Adipose tissue; Mesenchymal Stem Cells 



15 

1- CONTEXTUALIZAÇÃO 

As células-tronco (CTs) são um grupo de células com capacidade de autorenovação, 

elevado potencial de proliferação e diferenciação em uma ampla variedade de tecidos. São 

classificadas, de acordo com sua origem, em células-tronco embrionárias (CTE), as quais 

derivam da massa celular interna dos blastocistos, classificadas como pluripotentes e as 

células-tronco adultas (CTA), multipotentes e atualmente consideradas uma alternativa para a 

terapia celular, visto que as CTE levantam muitos questionamentos éticos, políticos e 

religiosos limitando o uso terapêutico desse tipo de célula-tronco (ZUK et al., 2002). 

Outro tipo de células-tronco adultas são as células-tronco mesenquimais (CTM), 

classificadas como multipotentes e encontram-se em vários tecidos, como o tecido adiposo, 

cordão umbilical, polpa dentária, medula óssea e apresentam potencial para se diferenciar em 

células de tecidos mesodérmicos, como os adipócitos, os condrócitos, osteócitos e em tecidos 

não mesodérmicos, como os hepatócitos, as células pancreáticas endócrinas, os neurônios e as 

células endoteliais vasculares, apresentando vantagem em comparação com as células-tronco 

derivadas do estroma da medula óssea, como o fácil método de obtenção dos tecidos 

(OKAMOTO; YARAK, 2010). Principalmente devido a esta plasticidade, as CTM têm 

despertado o interesse da comunidade científica no desenvolvimento de estudos pré-clínicos e 

clínicos que visam à terapia celular e regeneração tecidual (ZHANG et al., 2009). 

A terapia celular é a área mais avançada da medicina veterinária e requer a utilização 

de modelos animais visando o melhor entendimento dos efeitos terapêuticos e também 

biológicos das CTM. Dentre os modelos mais utilizados em testes pré-clínicos e clínicos 

utilizando células-tronco estão os primatas, devido sua semelhanças filogenéticas com o 

homem (WOLF et al., 2004a; 2004b), sendo utilizados principalmente em pesquisas 

psicológicas, nas indústrias farmacêuticas e em pesquisas biomédicas relacionados às doenças 

comuns em humanos e à respectiva terapia (SASAKI et al., 2011). 

As pesquisas sobre estudos biomédicos utilizando primatas não-humanos estão se 

tornando cada vez mais numerosos, todavia, ainda há poucos relatos na literatura com relação 

ao isolamento, cultivo, assim como a aplicação na medicina regenerativa utilizando células- 

tronco mesenquimais desses primatas, em função principalmente da disponibilidade desses 

animais para os estudos científicos e seu difícil manejo (DOMINGUES; CALDAS- 

BUSSIERE, 2006). 
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Por sua importância como modelo animal para o desenvolvimento de pesquisas 

utilizando células-tronco, torna-se fundamental o estudo sobre isolamento, sua expansão, 

assim como a diferenciação in vitro e capacidade de autorenovação das CTs destes animais 

(WOLF et al., 2004a), principalmente de espécies pouco estudadas para esses fins como por 

exemplo o Aotus azarai infulatus KUHL,1820 (Figura 1), visto que tais animais são utilizados 

em laboratórios principalmente para estudos sobre malária, câncer e fisiologia da visão 

(BAER et al., 1994; DIXSON, 1994; SASAKI et al., 2011). 

Diante do exposto, o objetivo do estudo foi avaliar a espécie Aotus azarai infulatus 

KUHL-1820 para validá-la como modelo biológico para estudos utilizando células-tronco 

mesenquimais derivadas de tecido adiposo, contribuindo ainda mais com os dados biológicos 

desta espécie. Acredita-se que tal espécie animal possui características que lhes permitem ser 

um excelente modelo biológico para estudos com fins de terapia celular. O estudo realizou a 

colheita e o isolamento das células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo, avaliou 

a curva de crescimento celular, viabilidade celular antes e após a criopreservação, mensuração 

morfológica das células, avaliação imunocitoquímica, análise do cariótipo e o processo de 

diferenciação celular. 

Figura 1. Espécime de Aotus azarai infulatus. 

Fonte: http ://www.planet-mammiferes .org. 
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l.l.REVISÃO DE LITERATURA 

1.1.1. O Aotus azarai infulatus 

O gênero Aotus possui aproximadamente 110 espécies e subespécies encontradas na 

Amazônia (RYLANDS et al, 2002), 53 dos quais são endêmicas (MACHADO et al, 2005). 

Atualmente são classificados dentro da família Aotidae, porém já fizeram parte da família 

"Cebidae" com base na morfologia dentária (TEJEDOR, 1998). 

Muitos autores, durante vários anos, consideravam apenas uma espécie no gênero 

Aotus: Aotus trivigartus (NAPIER; NAPIER, 1967; HERSHKOVITZ, 1972; WRIGHT, 

1981). 

Porém, estudos citogenéticos mostraram que na realidade o gênero Aotus é constituído 

por uma população heterogênea diferindo na morfologia e número de cromossomos 

(WRIGHT, 1981). Rylands et al. (2002), após encontro realizado para a discussão taxonômica 

dos primatas neotropicais, sugerem a seguinte classificação: 

Reino: Animalia 

Filo: Chordata 

Classe: Mammalia 

Ordem: Primates 

Família: Aotidae 

Gênero: Aotus 

Espécie: Aotus azarai infulatus 

De acordo com Auricchio (1995) os animais do gênero Aotus, usualmente chamados 

de macaco-da-noite, são de hábitos noturnos e semelhantes aos lêmures do Velho Mundo. São 

dotados de cabeça arredondada, órbitas oculares e olhos grandes que ocupam grande parte do 

crânio. Possuem a visão adaptada ao escuro, porém podem diferenciar as cores, o que pode 

ser um indicativo de ancestralidade com primatas de hábitos diurnos. 

Possuem manchas faciais e duas semiluas brancas sobre os olhos separadas por uma 

faixa preta e a sua pelagem é curta. O dorso varia do marrom ao cinza-avermelhado e o seu 

comprimento corporal é de aproximadamente 260mm. Possuem hábito arborícola, passam 

grande parte do dia dormindo e apresentam uma cauda não preênsil de aproximadamente 310 

mm e peso ao redor de 1 kg (AURICCHIO, 1995; GREENBERG, 1997). 
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Segundo Auricchio (1995) sua densidade populacional varia entre 30 a 40 indivíduos 

por km2, sendo sua organização formada por aproximadamente 12 indivíduos que utilizam 

uma área de aproximadamente seis hectares e seu percurso diário não ultrapassa 400 metros. 

Em cativeiro, a maturidade sexual das crias dos macacos-da-noite é tolerada pelos pais 

que não se opõem à presença de jovens em puberdade, porém em alguns grupos, brigas 

podem ocorrer quando a maturidade sexual dos jovens se aproxima, entre 18 e 24 meses de 

idade. Em condições naturais, provavelmente ocorra a emigração desses jovens de seu grupo 

familiar antes do desencadeamento das agressões (DIXSON, 1994). 

Seu período de gestação dura cerca de 130 dias gerando apenas um filhote por ano, 

com peso de aproximadamente 130 g ao nascer. O filhote é carregado pelo macho, indo à 

fêmea somente para mamar. O desmame ocorre entre 5 e 12 meses e atingem a maturidade 

sexual aos 2 anos. Podem viver por aproximadamente 12 anos (AURICCHIO, 1995; 

GREENBERG, 1997) e não possuem dimorfismo sexual evidente (BAER et al., 1994). 

Sua alimentação baseia-se em frutas, insetos, ovos de pequenos vertebrados, pequenos 

morcegos, filhotes de aves e a sua mandíbula sugere uma ligeira adaptação para alimentação à 

base de folhas (AURICCHIO, 1995; GREENBERG, 1997). 

O Aotus azar ai infulatus (Figura 2) apresenta cor geralmente cinza com reflexos 

grisalho-fino, garganta e partes inferiores dos membros amarelo-ocráceo-intenso. Frontes com 

manchas supra-oculares brancas e três manchas negras, sendo a central um losango maior e as 

outras como faixas, nunca se juntando à mancha central (RYLANDS et al. 2002). 

Sua ocorrência abrange os Estados do Pará e Amazonas, entre os rios Gurupi e 

Tocantins e margem direita dos Rios Tapajós/ Juruena (AURICCHIO, 1995). 

Do ponto de vista biomédico, são considerados excelentes modelos experimentais, 

sendo utilizados principalmente em estudos pré-clínicos da vacina da malária, em avaliações 

de drogas, polimorfismos, variação de antígenos parasitas, patologias, estudos sobre câncer, 

fisiologia da visão e em estudos básicos de seu sistema imune (CARVALHO et al. 2003). 
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Figura 2. Grupo de Aotus azarai infulatus no Centro Nacional de Primatas. 

t 

Fonte:http://www.planet-mammiferes.org. 

1.1.2. Células-tronco 

As células-tronco (CT) são células indiferenciadas com capacidade de autorenovação, 

elevado potencial de proliferação e também de diferenciação em diversos tecidos (Figura 

3).Elas podem se multiplicar, sem que aconteça algum processo de diferenciação, fato pelo 

qual elas vem despertando cada vez mais o interesse destas células em estudos sobre terapia 

celular (ZUK et al., 2002; LEMISCHKA, 2005). Desta forma, acredita-se que células-tronco 

presentes nos diferentes tecidos tenham papel regenerativo quando estes sofrem uma lesão 

(BLAU et al. 2001; FODOR, 2003). 
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Figura 3. Representação esquemática mostrando o potencial de diferenciação das CTM. 

Fonte: http://www.regeneravet.com.br/novo/index.php/cientifico/celulas-tronco. 

Segundo Thompson et al. (1998) as células-tronco podem seguir dois tipos de divisão: 

simétrica e assimétrica (Figura 4). No primeiro caso a célula-tronco gera uma nova célula- 

tronco (CT) e uma célula progenitora; e no segundo a CT gera células diferenciadas. Esse 

processo ocorre mantendo a homeostase do tecido e o nicho das CT ativo. Tais nichos são 

microambientes fisiológicos, constituídos de células especializadas, que tem como função 

sinalizar e fornecer moléculas da superfície celular para controlar a taxa de proliferação das 

células-tronco, fator que determina a diferenciação das células progenitoras, protegendo as CT 

da apoptose. 
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Figura 4. Representação esquemática da divisão celular simétrica e assimétrica das células- 
tronco. 
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Fonte: http://www.regeneravet.com.br/novo/index.php/cientifico/celulas-tronco. 

Zannettino et al. (2008) mostrou que essa relação entre as células-troncos e esses 

nichos ocorre nas fases inicias do desenvolvimento embrionário e se mantêm durante a vida 

adulta, sendo de grande importância para a ontogênese e reparação tecidual. 

As células-tronco podem ser divididas em dois tipos, variando de acordo com sua 

origem e plasticidade. Elas podem ter origem embrionária, quando são isoladas do zigoto ou 

da massa celular interna do blastocisto, e as adultas que são as CT derivadas do organismo 

adulto. Em relação à capacidade dessas células em originar tecidos do organismo, as Células- 

Tronco Embrionárias (CTE) são classificadas como pluripotentes, ou seja, podem derivar os 

mais de 250 tipos diferentes de tecidos (ZAGO; COVAS, 2006); já as adultas possuem um 

potencial de diferenciação mais restrito, sendo classificadas como multipotentes e não 

possuem a capacidade de manter suas propriedades durante muito tempo em cultura e podem 

ser induzidas à diferenciação com a administração de fatores de crescimento apropriados ou 

outros sinais externos (WURMSER, 2004). 

1.1.3. Células-Tronco Embrionárias (CTE) 

As células-tronco embrionárias (Figura 5) possuem a capacidade de desenvolver todos 

os tipos diferentes de tecidos, a partir das três camadas germinativas primordias: ectoderma, 

mesoderma e endoderma, sendo classificadas como pluripotentes (MUMMERY et al., 2011). 

As CTE podem ser obtidas de embriões por meio de técnicas mecânicas ou 

imunocirurgia e em cultivo in vitro crescem em forma de colônias, sendo viáveis durante um 
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período ilimitado, diferentemente do que ocorre no período em que estão indiferenciadas no 

desenvolvimento embrionário (MUMMERY et al., 2011). 

Figura 5. Representação esquemática da origem de células-tronco embrionária. 
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Fonte: http://www.lance-ufrj.org/ceacutelulas-tronco.html 



23 

1.1.4. Celulas-Tronco Adultas (CTA) 

Friendestein foi o primeiro pesquisador a descrever as células-tronco adultas (CTA), 

(Figura 6) em 1970, quando em seu estudo isolou in vitro células estromais da medula óssea 

de camundongo. Em sua pesquisa, ele demonstrou as características morfológicas, de 

expansão e de diferenciação celular. Em diferentes condições de cultura, observou-se que as 

CTA da medula óssea foram capazes de se diferenciarem em osteoblastos, condrócitos e 

adipócitos (DENNIS, 2002) e com base nessa capacidade de diferenciação em diversos tipos 

celulares, Caplan propôs, em 1991, o termo "célula-tronco mesenquimal" (CAPLAN, 1991). 

Figura 6. Representação esquemática da origem de células tronco embrionárias e células- 
tronco adultas. 

Fonte:http://www.clinicasaadi.com.br/sistema-cardiovascular/procedimentos-e 
intervencoes/celulas -tronco. 

De acordo com Abdallah e Kassem (2008) e Horwitz et al. (2005), entre os tecidos 

conhecidos por apresentarem células-tronco durante a vida pós-natal, a medula óssea foi a 

mais estudada tanto como fonte de células-tronco hematopoéticas (CTH), quanto de células- 

tronco mesenquimais (CTM). Elas são um grupo de células presentes no estroma medular 
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capazes de se diferenciarem não somente em células de origem mesodérmica, mas também 

em outros tipos celulares não mesodérmicos, como os neurais e os hepatócitos. 

Atualmente as células-tronco mesenquimais (CTM) são muito utilizadas (SASAKI et 

al., 2011; RANERA et al., 2012; BEANE et al., 2014; BAER, 2014). Estudos realizados por 

Meirelles e Nardi (2003), Haynesworth et al. (1996), Majumdar et al. (1998), Romanov et al. 

(2003) e Campagnoli et al. (2001) demonstraram que as CTM isoladas da medula óssea são 

capazes de se autorenovar, podendo diferenciar-se em várias linhagens de tecido conjuntivo, 

ósseo, adiposo e muscular. 

No tecido adiposo, a presença de tais células já havia sido reportada por Zuk et al. 

(2002) que realizaram estudos comprovando a existência de células-tronco no tecido adiposo 

humano e compararam o potencial de diferenciação dessas células com o das CTM isoladas 

da medula óssea. Esse trabalho provou que as células-tronco provenientes do tecido adiposo 

são semelhantes às células-tronco obtidas da medula óssea (FRASER et al., 2008). 

Já se demonstrou que a população de células-tronco derivadas de tecido adiposo 

digerido com colagenase, também chamada de fração vascular estromal (FVE), é capaz de se 

diferenciar em diversas linhagens celulares, incluindo tecido adiposo, cartilagem, osso, 

musculatura esquelética, células neuronais, células endoteliais, cardiomiócitos e células do 

tecido muscular liso (PITTENGER et al, 1999; CAMPAGNOLI et al, 2001; ROMANOV et 

al, 2003). O tecido adiposo representa a fonte ideal de células-tronco autólogas, uma vez que 

sua obtenção é fácil e, muitas vezes, com capacidade proliferativa maior do que a das células 

derivadas da medula óssea (CASTEILLA et al, 2004). 

Segundo a International Society for Cellular Therapy (ISCT), para uma população de 

células serem consideradas células-tronco devem apresentar alguns pré-requisitos: serem 

plástico-aderentes quando mantidas em condições de cultura; positivas para CD 105, CD73 e 

CD90, e negativas para CD45, CD34, CD14, CDllb, CD79 ou CD19 e HLA-DR 

(DOMINICI et al., 2006) e serem capazes de se diferenciar em tecidos osteogênicos, 

condrogênicos e adipogênicos (Figura 7). 
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Figura 7. Representação esquemática mostrando as principais linhagens celulares para que 
uma célula seja considerada Célula-Tronco. 
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Fonte: http://www.bebevida.com. 

As células-tronco adultas também podem expressar outras proteínas de superfície 

como: CD44, CD71 (receptor de transferrina), Stro-1, fibronectina, vimentina, CD73 (ecto-5'- 

nucleotidase, SH3 e SH4), entre outras. Porém, dependendo da fonte da qual são obtidas, 

métodos de isolamento celular e características da cultura, a expressão desses marcadores 

pode ocorrer de forma variada. 

1.1.5. Células-Tronco Mesenquimais Derivadas de Tecido Adiposo 

Dentre as diversas fontes em que podemos encontrar células-tronco mesenquimais 

(CTM), o tecido adiposo merece maior destaque (Figura 8), pois apresenta mais vantagens 

quando comparamos a outras fontes por apresentar baixo risco para os doadores, elevado 

número de CTM (é possível coletar de 100 mL até 1 1 de tecido adiposo), apresentam maior 

freqüência de CTM (1 a 10%) em relação, por exemplo, ao estroma da medula óssea e por ser 

capaz de manter seu potencial proliferativo de oito a dez passagens sem qualquer deterioração 

detectável em sua capacidade de autorenovação, além da ausência de rejeição imunológica 

(GRUBER et al, 2012; TOBITA et al. 2011). 
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Figura 8. Desenho esquemático mostrando a formação do tecido adiposo. 
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Fonte: http://www.lance-ufrj.org. 

O tecido adiposo é a maior reserva energética do organismo, possuindo uma relevante 

plasticidade durante toda a vida. As principais características deste tecido, além do 

armazenamento de energia, são: isolamento térmico, barreira física ao trauma, função 

endócrina (produção de leptina, hormônio fundamental na regulação dos depósitos 

energéticos e da fertilidade) e metabolismo dos hormônios esteróides (COSTA; DUARTE, 

Possui como seus principais constituintes celulares os pré-adipócitos (isentos de 

lipídeos), adipócitos maduros, células endoteliais, macrófagos, CTM (ZUK et al., 2001), 

fibroblastos (XU et al., 2003) e linfócitos (CASPAR-BAUGIL et al., 2005). Assim como a 

medula óssea, o tecido adiposo é derivado do mesênquima e contém um estroma de suporte 

que pode ser facilmente isolado e permite a extração de um grande volume de tecido com uma 

baixa morbidade (CASPAR-BAUGUIL et al., 2005). 

Os primeiros estudos abordando especificamente o isolamento de células da gordura 

foram desenvolvidos por Rodbell e Jones (1966), que usaram o método enzimático (digestão 

com colagenase) para isolar adipócitos de ratos da fração vascular estromal (FVE), a qual é 

composta por um grupo de células heterogêneas. Zuk et al. (2001) comprovaram a presença 

de uma população de CT, de origem mesenquimal, na FVE de tecido adiposo humano, 

identificando células morfologicamente semelhantes a fibroblastos, com fácil expansão in 

vitro e potencial de diferenciação em células da linhagem mesodérmica: os osteócitos, 

condrócitos e adipócitos, tornando possível a utilização destas células na regeneração de 

2006). 
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tecidos em casos de doenças do sistema musculoesquelético. 

As células da FVE heterogêneas obtidas a partir da digestão enzimática da gordura são 

constituídas por diversas subpopulações de CT, sendo estas células isoladas no cultivo 

primário inicial a partir da propriedade de aderência ao plástico e alterações na expressão de 

marcadores de superfície, que ocorrem nas células dependendo das condições ou tempo do 

cultivo, são consideradas multipotente. Após um número maior de passagens, as células 

tornam-se mais homogêneas e exibem uma morfologia semelhante a fibroblastos, preservando 

a habilidade proliferativa, o potencial de diferenciação e a estabilidade cromossômica (BAER; 

GEIGER, 2012). 

Com o decorrer das passagens, as CTM podem entrar em processo de senescência 

celular, fase caracterizada pela presença de células grandes, largas, achatadas, ausência de 

proliferação celular e expressão de P-galactosidase associada à senescência, podendo 

apresentar redução do potencial de diferenciação, fato que pode acabar limitando sua 

utilização na terapia celular (WAGNER et al., 2008). 

Com seu rápido crescimento (in vitro) e plasticidade das células estromais derivadas 

do tecido adiposo e as diversas vantagens mostradas, a utilização de células-tronco derivadas 

de tecido adiposo (CTDTA) tem sido amplamente utilizada por diversos grupos de pesquisa 

quanto à biologia, caracterização e diferenciação usando CTDTA de várias espécies animais, 

inclusive de humanos, sendo de suma importância o conhecimento dos mecanismos que 

regulam a biologia destas células para que seja estabelecido um padrão para o isolamento, 

caracterização e manipulação, assim como das técnicas utilizadas em laboratórios para o 

desenvolvimento de terapias cada vez mais eficientes (YARAK; OKAMOTO, 2010). 

1.1.6. Cultivo Celular 

Os primeiros estudos sobre cultivo de células foram feitos por Harrison (1907) e até 

hoje o uso dessa técnica continua sendo uma importante ferramenta de estudo. O cultivo das 

células atualmente requer o procedimento de isolamento das células, separação e análise de 

viabilidade (CASTRO-MALASPINA, 1980; PITTENGER et al, 1999). 

A partir dos estudos iniciais utilizando células de tecido adiposo desenvolvido por 

Rodbell e Jones (1966) cresceu o interesse de vários pesquisadores por este tipo de células.Em 

cultura, tais células apresentam morfologia semelhantes a fibroblastos, se aderem facilmente 

às placas de cultura e podem se multiplicar durante várias passagens sem que ocorra algum 
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processo de senescência celular. Para se manterem viáveis em cultura, são mantidas com meio 

de cultura geralmente composto por soro bovino fetal (10% a 20%) e meio essencial mínimo 

(DIGIROLAMO, 1999; MINGUEL et ai, 2001). 

Quando ao seu crescimento in vitro, podemos dividir as células-tronco em três fases: 

Lag (Adaptação celular), Log (Crescimento exponencial), Platô ou Plateau (Fase 

estacionária) e morte celular (Células entram em declínio), (Figura 9). 

Figura 9. Padrão de curva de crescimento celular, mostrando as fases de adaptação celular (Lag); fase 
exponencial (Log), onde a proliferação celular é máxima; fase estacionária (Platô), na qual não há aumento do 
número de células; fase de morte celular, quando as células começam a morrer. 
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Fonte: http://www.uol.com.br/fisiologia-e-crescimento-celular. 

É de suma importância a avaliação da curva de crescimento nas culturas celulares, pois 

conhecendo o ciclo de crescimento dessas células podemos saber qual a melhor quantidade de 

células podemos utilizar em determinado experimento, sua duração, qual melhor quantidade 

de reagentes e meio de cultivo utilizar, assim como o tempo necessário para realizar 

determinados testes (FÉO, 2008). 

Outro fator importante em uma cultura é saber se as células que estão sendo 

manipuladas não apresentam nenhuma instabilidade genética, visto que in vitro, tais células 

são cultivadas por longos períodos aumentando a chance de desenvolverem anormalidades 

genéticas (MITAFIPOVA et al., 2005). Neste sentido, é importante a realização de vários 

testes citogenéticos para avaliação do perfil de cada célula que será utilizada, com o objetivo 

de identificar possíveis alterações cromossômicas (PAYÃO et al., 2009). 
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2- MACACO DA NOITE (Aotus azarai infulatus) COMO MODELO BIOLÓGICO 

PARA ESTUDOS COM CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DERIVADAS DE 

TECIDO ADIPOSO 

2.1- INTRODUÇÃO 

Os primatas têm sido utilizados como modelos biológicos desde o século 

XVIII com os trabalhos de Koch e Pasteur, no entanto, foi a partir da metade do século XX 

que tais animais passaram a integrar o grupo de animais de laboratório. As publicações sobre 

estudos biomédicos utilizando primatas não-humanos estão se tornando cada vez mais 

numerosos principalmente no que diz respeito aos estudos envolvendo células-tronco de 

medula óssea e de tecido adiposo para fins de terapia celular (ANDRADE et al., 2002) 

As células-tronco são um grupo de células indiferenciadas que podem ser 

classificadas, de acordo com sua origem em células-tronco embrionárias ou adultas, sendo as 

embrionárias encontradas em estágios iniciais pós-fertilização, obtidas a partir da massa 

celular interna dos blastocistos ou até mesmo por meio de clonagem terapêutica para esse fim 

(ZUK et al,. 2002; WOBUS & BOHELER, 2005). 

Em relação às células-tronco adultas, estão incluídas nesse grupo as células-tronco 

hematopoiéticas (CTH), células-tronco mesenquimais (CTM), células-tronco neurais, células- 

tronco da pele, células-tronco derivadas de tecido adiposo dentre outras inúmeras. Dentre as 

CTs que foram utilizadas durante bastante tempo, estão as de medula óssea, que desde o 

século passado são utilizadas no tratamento de diferentes doenças que afetam o sistema 

hematopoiético (SIMINIAK; KURPISZ, 2003). 

Durante várias décadas a utilização de células-tronco derivadas da medula óssea foi 

utilizada, porém pesquisas mais recentes têm utilizado células-tronco mesenquimais derivadas 

de tecido adiposo subcutâneo, o que representa uma alternativa de CTM e apresenta vantagem 

em relação às células-tronco de medula óssea principalmente quanto à facilidade de obtenção, 

isolamento e apresentam maior número de CTM em relação às CTM de medula óssea 

(TOBITA et al, 2011; GRUBER et al, 2012). 

Acredita-se, assim, que a utilização de um modelo animal como o Aotus azarai 

infulatus pode ajudar bastante em estudos envolvendo a terapia celular, visto que esta espécie 

do ponto de vista biomédico já são considerados excelentes modelos experimentais, 

principalmente em estudos pré-clínicos da vacina da malária, avaliações de drogas, 
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patologias, estudos sobre câncer, fisiologia da visão e estudos sobre seu sistema imune 

(CARVALHO et al,. 2003). 

Assim, o presente estudo objetivou a realização da colheita e isolamento de células- 

tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo de Aotus azar ai infulatus, avaliação da 

viabilidade celular antes e após a criopreservação, análises morfológicas, diferenciação 

celular nas linhagens adipogênicas, condrogênicas e osteogênicas, avaliação 

imunocitoquímica, análise de cariótipo e curva de crescimento celular, com objetivo de 

chegar até a validação desta espécie como modelo biológico em estudos envolvendo células- 

tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo e seu uso em terapia celular. 

2.2- MATERIAL E MÉTODOS 

2.2.1. Aspectos legais, de bioética e biossegurança 

A pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética no Uso de Animais do Instituto Evandro 

Chagas (CEUA), sob protocolo n0 032/2013 e pelo sistema de Autorização e Informação em 

Biodiversidade (SISBIO) do Ministério do Meio Ambiente, sob protocolo n0 47277-1 (Anexo 

D- 

A manipulação dos animais seguiu todos os protocolos e foi realizada seguindo os padrões 

de biossegurança necessários em biotérios, vedando qualquer propagação de doenças entre 

animais e no próprio homem (POLITI et al., 2008). Os pesquisadores e técnicos envolvidos 

no momento de coleta do tecido adiposo utilizaram os equipamentos de proteção individual 

necessários para a manipulação animal, assim como os equipamentos de proteção coletiva 

(luvas, máscaras, toucas, roupas adequadas). 
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2.1.2- Animais usados como modelo experimental 

A coleta de tecido adiposo foi realizada no Centro Nacional de Primatas (CENP) do 

Instituto Evandro Chagas (IEC) localizado no município de Ananindeua, Pará, Brasil 

(Latitudes 1038'26" sul e Longitude 48038'22" oeste), sendo utilizado cinco primatas não 

humanos da espécie Aotus azarai infulatus KUHL, 1820, dos quais foi realizada a coleta do 

referido tecido. Os animais são identificados por tatuagens e microchip, situados na face 

mediai interna da coxa direita, com as siglas da espécie e por mais três letras. Os animais 

utilizados foram três fêmeas e dois machos saudáveis. Os animais foram mantidos sob uma 

dieta a base de frutas, legumes e rações para primatas, assim como água ad libitum. Não 

houve óbito durante a realização do experimento. 

2.1.3- Coleta do Tecido Adiposo 

O animal foi sedado com associação de cloridrato de tiletamina e cloridrato de 

zolazepam (2 mg/Kg, via IM) (Zoletil®50- Virbac) (Figura 10), após ser estabelecido jejum 

sólido e hídrico de 6 horas. Após a sedação, foi realizada tricotomia na região próxima à 

musculatura coracobraquial e bloqueio anestésico com lidocaína 1% (0,05ml) na região a ser 

incisada (2 cm2). Foi então colhida amostra de tecido adiposo subcutâneo, sendo este 

armazenado e transportado em solução salina tamponada com fosfato (PBS) e antibióticos 

para o Laboratório de Cultura de Tecidos e Citogenética da Seção de Meio Ambiente do 

Instituto Evandro Chagas para processamento. 

Após a biópsia, o animal recebeu medicação analgésica a base de cetoprofeno 

(2mg/kg, IM, a cada 8h, durante 3 dias), além de curativo local com pomada a base de 

nitrofurazona. O procedimento foi realizado no Setor de Clínica do Centro Nacional de 

Primatas (CENP). 
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Figura 10. Contenção do Aotus azarai infulatus para a colheita de tecido adiposo. 

r 

Fonte: Arquivo pessoal 

2.1.4- Isolamento e Cultivo das Células-Tronco Mesenquimais Derivadas de Tecido 

Adiposo 

No Laboratório de Cultura de Tecidos e Citogenética do Instituto Evandro Chagas, a 

amostra transportada foi processada seguindo protocolo proposto por Banas et al. (2007). A 

porção coletada foi lavada em PBS com antibiótico (50 pg/mL de gentamicina), em seguida a 

massa central foi separada, macerada e digerida em Colagenase Tipo IV, diluída em DMEM 

(Meio essencial mínimo de Dulbecco), sob a concentração de 1 mg/ml por 1 hora a uma 

temperatura de 37° C em estufa de cultivo celular. 

Após o período de incubação, a colagenase foi inativada com a adição de meio de 

cultivo completo (DMEM suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino, Gibco; Antibiótico 

e Anti-fúngico) e o material foi centrifugado por 10 min a 1000 x g sob uma temperatura de 

370C. Após, o sobrenadante foi removido e o precipitado ressuspendido e esse procedimento 

foi repetido duas vezes para somente depois cultivá-lo em placas contendo o meio de cultivo. 

Após a realização desse procedimento, uma amostra da Fração Vascular Estromal 

(FVE) foi obtida para a realização da viabilidade celular através da coloração com o Azul de 

Tripan (Merck) em Câmara de Neubauer e contagem celular em microscópio óptico. Em 

seguida, as células foram plaqueadas em frascos para cultura de células (25 cm2, 50 ml) estéril 
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SARSTEDT, contendo meio completo e foram incubadas em estufa de C02 (5%). Após a 

incubação, os frascos foram lavados com Tampão Salino Fosfato (PBS) e as células não 

aderidas foram removidas. 

As células aderidas foram mantidas em meio de cultura, sendo esse trocado a cada 48 

horas. Com 95% de confluência, a partir da passagem inicial (PO), as células foram 

submetidas à tripsinização (repique), sendo utilizada a Tripsina + EDTA (TrypLE expresso, 

Gibco) por cerca de 30 segundos e em seguida a tripsina foi inativada com meio de cultura 

completo. A cada tripsinização as células foram centrifugadas por 10 minutos a 1000 x g sob 

uma temperatura de 370C e submetidas à contagem em Câmara de Neubauer para verificação 

da viabilidade celular e parte foi submetida ao congelamento utilizando-se uma solução 

crioprotetora de Soro Bovino Fetal (SBF) e Dimetilsulfóxido (DMSO), posteriormente sendo 

armazenadas em Ultra Freezer a -860C para utilização futura. 

2.1.5- Criopreservação 

O processo de congelamento e descongelamento seguiu o protocolo descrito por 

Minonzio et al (2014), no qual uma solução crioprotetora contendo 0,5 ml de DMSO (10%) e 

4,5 (90%) de SBF era preparada e deixada na geladeira por cerca de 30 minutos. Durante esse 

período os frascos contendo as células foram lavados com PBS para a eliminação de células 

mortas. Após a realização da lavagem dos frascos, as células foram tripsinizadas e observadas 

em microscópio invertido. 

Em seguida, a tripsina foi inativada com o meio de congelamento anteriormente 

preparado e as células ali contidas foram transportadas para criotubos devidamente 

identificados e colocados dentro do aparelho Mister Frost (recipiente utilizado para 

armazenamento de criotubos) que possui uma taxa de arrefecimento de -l0C/minuto, taxa 

ideal para a preservação das células (Figura 11). 

Para a realização do descongelamento, as amostras em criotubos foram colocadas em 

banho-maria, a 370C, com o cuidado de não molhar a tampa do tubo para evitar possível 

contaminação com a água do banho. 

Feito o descongelamento, os criotubos eram limpos com álcool (70%) e levados ao 

fluxo laminar, onde as amostras eram colocadas em tubos contendo 10 ml de meio e 

centrifugadas por 10 minutos para eliminar o crioprotetor utilizado. Após esse período, o 

sobrenadante era eliminado e as células semeadas novamente em frascos de cultura contendo 

meio completo. 
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Figura 11. Mister Frost. Aparelho utilizado para o armazenando de criotubo para o 
congelamento. 

Fonte: Arquivo Pessoal 

2.1.6- Morfologia celular 

Para determinação da morfologia das células cultivadas nas passagens PI a P8, foram 

utilizadas 5 x IO3 células em um volume de aproximadamente 20-30 pL de meio de cultivo, 

que foram expandidas em lâmina de 4 câmaras para cultura celular, estéril, ESTERIPLAS® 

de 25 x 75 x 1.2 mm e mantidas em estufa à 370C com 5% de CO2 durante uma hora para a 

aderência celular. Após este período foram adicionados 2 mL de meio de cultivo (DMEM) 

enriquecido com 20% de soro bovino fetal em cada placa, as quais foram mantidas em cultivo 

durante 24, 48, 72 e 120 horas. 

Após os períodos acima indicados, o meio de cultivo foi retirado da placa até a 

secagem das lamínulas contendo as células e foram fixados com Paraformaldeído (PFA) 4% 

por cerca de 20 minutos. Em seguida as lamínulas foram lavadas duas vezes com água 

deionizada e coradas com Hematoxilina filtrada durante 5 minutos. 

Passado os 5 minutos necessários, a hematoxilina foi retirada e as lamínulas foram 

lavadas com água deionizada duas vezes. Aproximadamente 20 células de cada período foram 

avaliadas quanto à morfologia e mensuradas usando o programa Axio Vision LE®. 
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2.1.7- Viabilidade e Quantificação Celular 

Após cada processo de repique era realizada a viabilidade e quantificação celular em 

câmara de Neubauer seguindo o protocolo descrito por Freshney (2000). Uma alíquota (Iml) 

das amostras era coletada e colocada em um tubo cônico para centrifugar durante 10 minutos. 

Após esse período, o sobrenadante era desprezado e o "pelet" obtido era ressuspendido em 

solução de PBS (3 ml) e homogeneizada. 

As células (10 pl) eram então transferidas para microtubos de 5ml contendo o corante 

Azul de Tripan 0,2 % (10 pl) onde eram homogeneizadas com o auxílio de uma pipeta. O azul 

de Tripan é um reagente que é excluído do citoplasma de células viáveis; já as células mortas 

são incapazes de excluí-lo e aparecem azuis. 

2.1.8- Curva de Crescimento Celular 

Para a avaliação das medidas de crescimento celular, utilizou-se o protocolo descrito 

por Freshney (2000). As células foram plaqueadas em garrafas de cultura celular (25cm2, 

50ml) estéril, SARSTEDT®, com a concentração de 1 x IO5 em cada garrafa com meio de 

cultura completo (DMEM) enriquecido a 20% de soro bovino fetal. Foram realizadas curvas 

de crescimento nas células com as passagens Pl a P5. 

As células foram coletadas a cada 2 dias durante o período de 12 dias para aferir o 

volume e a viabilidade celular. Para a coleta das células, utilizou-se tripsina (Iml) e PBS para 

a lavagem, sendo posteriormente armazenadas em tubos cônicos e centrifugadas durante 10 

minutos a 1000 x g. Após a centrifugação, o sobrenadante era despejado e o "pelet" 

ressuspendido em PBS para posterior contagem em câmara de Neubauer através da marcação 

com o azul de Tripan. 

O resultado (logarítmo) do número celular, em cada um dos dias durante o período 

avaliado, foi calculado e plotado em gráfico exponencial, a partir do qual foi obtida a curva de 

crescimento para as células. Nessa curva identificaram-se as fases Lag, Log e Plateau, que 

mostram toda a dinâmica das células durante os dias de cultivo e representam as fases de 

adaptação, crescimento exponencial e de estabilização. 
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2.1.9. Análise do cariótipo 

Todos os procedimentos relacionados à análise do cariótipo foram executados junto 

ao laboratório de Cultura de Tecidos e Citogenética da SAMAM/IEC. 

Para obtenção dos cromossomos, observou-se a cultura até que a mesma atingisse 

ótima concentração de células em divisão mitótica, momento no qual foi adicionada uma 

solução de colchicina 0,016% (100 pL para cada 5ml de meio) . Após 1 hora à 370C, as 

células foram colhidas utilizando solução de tripsina+EDTA, sendo transferidas para um tubo 

cônico de 15ml e centrifugadas a 1000 rpm por 10 minutos. Após descarte do sobrenadante 

foram adicionados 5ml de solução hipotônica (KC1 0,075M), o material foi ressuspendido 

gentilmente e incubado a 370C, por 12 minutos. A ação da solução hipotônica foi 

interrompida utilizando-se uma solução fixadora (fixador Camoy). Em seguida, este material 

foi então ressuspendido e centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos, com retirada de 

sobrenadante, adição de novo fixador. Essa lavagem foi realizada por 3 vezes. Após a última 

lavagem, o pellet final foi ressuspendido em Iml de fixador e armazenado em freezer (-20° 

C). 

Para análise cariotípica, 1 (uma) gota do material foi gotejado em lâmina previamente 

lavada e mantida em água destilada. O material foi corado com solução de Giemsa (5% em 

tampão fosfato pH 6.8) por 5 minutos. Após lavagem e secagem à temperatura ambiente, as 

lâminas foram analisadas em microscópio de campo claro, e as melhores metáfases foram 

fotógrafas usando-se objetiva de imersão (lOOx) e o programa GeneAsis para captura e 

montagem. 

Para o bandeamento G, as lâminas com uma gota da suspensão cromossômica foram 

envelhecidas por 72 horas, no mínimo, a 370C. Após este período a lâmina foi incubada em 

2xSSC a 450C por 4 minutos lavando-se em seguida com água destilada, e corando-se com 

solução de corante Wright, diluído em tampão fosfato na razão de 3:1, por 1 minuto e 30 

segundos. Após lavagem com água destilada, a lâmina foi deixada secar à temperatura 

ambiente e analisada. A análise foi feita em microscópio de campo claro, e as melhores 

metáfases foram fotógrafas usando-se objetiva de imersão (lOOx) e o programa GeneAsis para 

captura e montagem. 
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2.1.10. Imunocitoquímica 

Os procedimentos relacionados à imunocitoquímica foram executados junto ao 

laboratório de Imunopatologia Experimental da SAARB/IEC. 

Para esta análise foram utilizados anticorpos específicos: anti-CD45, anti-CD34 e anti- 

CD79Alfa (marcadores negativos de superfície para CTMs), anti-CD90, anti-CD73 e anti- 

CD-105 (marcadores positivos de superfície para CTMs). 

Cultivou-se em lâmina de 4 câmaras para Cultura Celular, estéril, ESTERIPLAS®, 

uma alíquota de 5x103 células em cada câmara, em meio de cultivo (DMEM) enriquecido a 

20% de soro bovino fetal, á 37 0C em ambiente com 5% de CO2 por 24 horas para sua 

aderência. Após fixou-se com PFA 4%, e realizou-se bloqueio da perioxidase endógena e das 

proteínas inespecíficas, e em seguida incubou-se em anticorpos primários: anti-CD45, anti- 

CD34 e anti-CD79, anti-CD90, anti-CD73 e anti-CD-105, mantendo uma câmara como 

controle, overnight em câmara úmida. No dia seguinte incubou-se no anticorpo secundário, 

estrepdavidina e biotina e a 370C, posteriormente revelando com DAB. 

2.1.11- Diferenciação celular 

Todos os procedimentos relacionados à morfologia e a diferenciação foram executados 

junto ao laboratório de Imunopatologia Experimental da SAARB/IEC. As células-tronco 

mesenquimais foram avaliadas quanto à capacidade de diferenciação in vitro para três 

linhagens celulares: condrócitos, adipócitos e osteócitos. 

2.1.11.1- Condrogênese 

Para a diferenciação condrogênica, foi utilizada uma densidade de 1.6 x 107 

células/cm2 (uso do fabricante) para a obtenção de uma micromassa. Feito isso, a micromassa, 

em P6, foi plaqueada em placas de 24 poços e incubadas em estufa com atmosfera úmida de 

CO2 a 370C contendo meio completo por 3 dias. Ao fim do terceiro dia o meio foi substituído 

pelo meio de indução de diferenciação condrogênica (StemPro Condrogenesis Kit, Gibco, 

USA). O meio foi trocado a cada 72 horas e o processo de diferenciação durou 21 dias. 

Após 21 dias, a micromassa de células foi lavada com PBS, duas vezes e fixadas com 

PFA por 20 minutos. Em seguida, o paraformaldeído foi retirado e a monocamada celular foi 

lavada com água deionizada aplicando-se em seguida o corante Alcian Blue 1% (Sigma- 
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Aldrich, USA) o qual foi deixado sob as células durante 5 minutos. Após esse período foram 

lavadas com água deionizada mais duas vezes e avaliadas. 

2.1.11.2- Adipogênese 

Para o início do processo de diferenciação adipogênica foi realizada a contagem 

celular para a determinação da densidade necessária a ser utilizada (1 x IO4 células/cm2). Em 

seguida, as células em P6 foram plaqueadas em placas de 24 poços e incubadas em estufa com 

atmosfera úmida de CO2 a 370C, contendo meio completo, para expandir durante 3 dias. 

Após o terceiro dia o meio de cultivo foi substituído pelo meio de diferenciação 

adipogênica (Stempro Adipogenesis Kit, Gibco, USA) e usado de acordo com as instruções 

do fabricante. Foram realizadas trocas de meio a cada 72 horas e o processo durou 21 dias. 

Decorridos o período de 21 dias, a monocamada de células foi lavada com PBS, duas 

vezes e fixadas com PFA (paraformaldeído). Em seguida, o paraformaldeído foi retirado e a 

monocamada celular foi lavada com água deionizada aplicando-se em seguida o corante Oil 

Red O (Sigma-Aldrich, USA) o qual foi deixado sob as células durante 5 minutos. Após esse 

período foram lavadas com água deionizada mais duas vezes e avaliadas. 

2.1.11.3- Osteogênese 

A diferenciação osteogênica foi realizada utilizando as células em uma densidade de 5 

x IO3 células/cm2. As amostras, em P6, foram cultivadas em placas de 24 poços e incubadas 

em estufa com atmosfera úmida de CO2 a 370C contendo meio completo por 3 dias. Ao fim 

do terceiro dia o meio foi substituído pelo meio de indução de diferenciação osteogênica 

(StemPro Osteogenesis Kit, Gibco, USA). O meio foi trocado a cada 72 horas e o processo de 

diferenciação durou 21 dias. 

Após o período necessário, a monocamada de células foi lavada com PBS, duas vezes, 

sob uma temperatura ambiente e fixada com PFA durante 20 minutos. O PFA em seguida foi 

retirado e a monocamada lavada com água deionizada, duas vezes, e coberta com o corante 

Alizarin Red 2% pH 4,2 (Sigma-Aldrich, USA) por 5 minutos e novamente lavada mais duas 

vezes com água deionizada e avaliadas. 
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2.1.12- Análise dos resultados 

A análise dos resultados foi feita de maneira qualitativa por meio da avaliação da 

curva de crescimento, viabilidade e morfologia celular e também através de médias e desvio 

padrão (DP) e por meio do teste T de Student não pareados para comparar grupos quando 

necessário. 



40 

2.3- RESULTADOS 

2.3.1- Curva de crescimento 

Todas as passagens apresentaram uma cinética de crescimento bem parecida, na qual a 

primeira fase (chamada Lag), período de adaptação celular onde ocorre pouca ou nenhuma 

divisão celular foi observada, em média, em todas as passagens nas primeiras 48 horas. Após 

esse período, as células entraram em crescimento exponencial (fase Log), período onde a 

proliferação é máxima, sempre constante e durou cerca de seis dias (2o ao 8o dia) para a 

passagem PI; 10 dias nas passagens P2, P4 e P5 (2o ao 10° dia) e quatro dias (2o ao 6o dia) na 

passagem P3. 

Após o período Log, observou-se um período em que as células se estabilizaram e a 

sua proliferação foi mínima (fase estacionária ou Plateau), caracterizada por um declínio da 

atividade metabólica celular e durou aproximadamente 48 horas nas passagens analisadas. 

Após esse período ocorreu a fase de declínio ou morte celular, onde foi possível 

observar a diminuição da taxa de crescimento celular no mesmo período em todas as 

passagens (aproximadamente 48 horas), (Figura 12). 
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Figura 12. Curva de crescimento celular realizadas para as CTDTA de Aotus azarai iníulatus para as passagens 
PI a P5 (número de células x número de dias). As células foram contadas a cada 48 horas durante 12 dias. 
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2.3.2- Viabilidade das CTDTA após o descongelamento e entre as passagens 

Com o objetivo de avaliar as CTDTA a cada repique, as células foram submetidas à 

contagem em câmara de Neubauer, desde a passagem inicial (PO) até a P8, tanto nas culturas 

com células criopreservadas quanto as culturas não criopreservadas, para comparação. 

As culturas com células não criopreservadas apresentaram uma média de 92,44% ± 

2,29 de viabilidade, enquanto que as culturas submetidas à criopreservação apresentaram uma 

média de 88,33% ± 4,52. Apesar de em algumas passagens a viabilidade de células 

criopreservadas apresentarem uma ligeira queda, foi possível concluir que não houve 

diferença significativa entre os dois tipos de células analisadas, criopreservadas e não 

criopreservadas (P<0,05), (Figura 13). 

Figura 13. Viabilidade após descongelamento e entre passagens de CTDTA. Comparando as criopreservadas 
e não criopreservadas percebe-se que não houve diferença significativa em sua viabilidade (P<0.05). 
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2.3.3- Morfologia celular 

As CTDTA demonstraram alta capacidade de expansão in vitro e exibiram uma 

morfologia semelhante a fibroblastos durante todo o período observado, tornando-se 

morfologicamente mais homogênea à medida que as células foram repicadas (Figura 14). 

Figura 14. Fotomicrografia de células-tronco derivadas de tecido adiposo de Aotus azarai iniulatus, em cultivo 
in vitro. (A) Células apresentando morfologia em formato de fibroblastos (fibroblast-like) com 72 horas de 
cultivo. (A') As mesmas células apresentando confluência de 95%. 
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A cada passagem as células foram medidas (PI a P8) para saber se houve alguma 

alteração em seu formato ao longo dessas passagens (Figura 15). As células apresentaram, em 

média, tamanho de 28pm. 

Figura 15. Fotomicrografia de células-tronco derivadas de tecido adiposo em passagem P2 mostrando as 
medições (comprimento total e do núcleo), morfologia semelhante a fibroblastos e sem alterações 
morfológicas. 
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Alterações morfológicas foram observadas em algumas garrafas analisadas à medida 

que as células foram repicadas, tomando-se mais achatadas, mais largas e maiores em 

algumas garrafas com passagens mais tardias, como em uma na passagem P8, liberando 

alguns detritos celulares no meio de cultura e apresentando um citoplasma mais granuloso 

comparado com as células em passagens iniciais, até P5, nas quais as células eram menores e 

menos achatadas (Figura 16). 
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Figura 16. Fotomicrografia de células-tronco derivadas de tecido adiposo de Aotus azarai iniulatus, em cultivo 
in vitro. (A) Células em PI apresentando aspecto de fibroblasto. tamanho menor e pouco achatadas. (A') Células 
em P8, apresentando morfologia semelhante a fibroblastos, porém mais largas e mais achatadas. 
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2.3.4- Diferenciação Celular 

As células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo mostraram capacidade de 

diferenciação nas principais linhagens celulares consideradas pela literatura como essenciais 

para que uma célula seja considerada células-tronco, tais como linhagem osteogênica, 

condrogênica e adipogênica, comprovando sua multipotencialidade. 

A indução condrogênica foi evidenciada com a presença de proteoglicanos 

identificados com a coloração Alcian Blue (Figura 17A). As células submetidas à 

diferenciação adipogênica revelou a presença de gotículas lipídicas coradas com Oil Red e 

identificadas facilmente (Figura 17B). As células submetidas à diferenciação osteogênica 

demonstraram, através da coloração com Alizarin Red S, mostraram uma matriz celular 

calcificada, comprovando a diferenciação (Figura 17C). As figuras 17A', 17B' e 17C' 

correspondem ao grupo controle das diferenciações Condrogênica, Adipogênica e 

Osteogênica, respectivamente. 
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Figura 17. Diferenciação celular das células mesenquimais derivadas de tecido adiposo de Aotus azarai 
iníulatus. (A) Diferenciação condrogênica mostrando a matriz extracelular de coloração azul através do Alcian 
Blue. (A') Grupo controle da diferenciação condogênica. (B) Diferenciação adipogênica mostrando o acúmulo 
intracelular de gotículas lipídicas através da coloração com Oil Red. (B') Grapo controle da diferenciação 
Adipogênica. (C) Diferenciação osteogênica mostrando uma matriz extracelular rica em cálcio através da 
coloração com AlizarinRed. (C) Grapo controle da diferenciação Osteogênica. 
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2.3.5- Análise do Cariótipo 

A análise do cariótipo da espécie Aotus azar ai infulatus foi realizada utilizando células 

em P3, P5 e P7 através de coloração convencional (Figura 18) e bandeamento G (Figura 19). 

O animal identificado é uma fêmea e apresentou 2n=51. O número ímpar é devido à 

presença de um rearranjo em heterozigose no par 3, no qual um dos cromossomos sofreu uma 

fissão cêntrica, originando dois acrocêntricos. 

Figura 18. Análise cariotípica da fêmea de Aotus azarai infulatus através de coloração 
convencional. 2n=51. 
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Figura 19. Análise cariotípica da fêmea de Aotus azarai infulatus através da técnica em 

bandeamento G. 2n=51. 
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2.3.6- Imunocitoquímica 

Expressão de células marcadoras de superfície de CTDTA de Aotus azarai infulatus 

foi avaliada usando a técnica de imunocitoquímica e foram negativas para os anticorpos anti- 

CD34 (Figura 20A), anti-CD79Alfa (Figura 20B), anti-CD45 (Figura 20C), e positivas para 

os anticorpos anti-CD73 (Figura 20E), anti-CD90 (Figura 20F) e anti-CD105 (Figura 20G). 

As figuras 20D e 20H refere-se ao grupo controle dos anticorpos negativos e positivos, 

respectivamente. 
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Figura 20. Fotomicroscopia da caracterização imunocitoquímica das células-tronco mesenquimais de medula 
óssea de Aotus azarai inflilatus. (A) Fenótipo para CD34; (B) Fenótipo para CD79 Alfa; (C) Fenótipo para 
CD45; (D) Grupo controle. (E) Fenótipo para CD73. (F) Fenótipo para CD90; (G) Fenótipo para CD105; (H) 
Grupo controle. 
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2.6. DISCUSSÃO 

As células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo já foram descritas em 

muitas espécies de animais para ser investigado o potencial terapêutico em muitas doenças. 

Porém, em primatas não-humanos como o Aotus azar ai infulatus KUHL-1820 ainda há 

necessidade de mais estudos que visem as propriedades biológicas, de cultivo e diferenciação 

das CTDTA desta espécie (KANG et al., 2004). 

O estudo demonstrou o isolamento, cultivo, caraterização e diferenciação das células- 

tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo de Aotus azar ai infulatus KUHL-1820 e 

encontrou um padrão para essas células similares a outros estudos realizados com esse mesmo 

tipo de células em outros tipos de animais, tais como em humanos (ZUK et al., 2001; 

YOKOMIZO et al, 2011), em ratos ( KANG et al, 2004), cavalos (RANERA et al, 2012) e 

também em outros grupos de primatas, como o macaco Rhesus (GAGLIARDI; BUNNELL, 

2011). 

As células-tronco derivadas de tecido adiposo apresentaram uma cinética de 

crescimento bem parecida para as passagens que foram submetidas à essa análise, mostrando 

a fase Lag, Log e Plateau. Seu declínio ocorreu por volta do 10° e 12° dia, corroborando com 

outros estudos usando diferentes tipos de células-tronco mesenquimais, tais como células- 

tronco de medula óssea de búfalo (GADE et al., 2012), tecido adiposo de Chlorocebus 

aethiops (MIRANDA, 2013) e tecido adiposo de suínos (DARIOLLI, 2011). 

A análise da viabilidade antes e após o ciclo de criopreservação se mostrou bem 

parecida para os criotubos testados apesar de em algumas passagens terem sofrido uma ligeira 

queda, porém estão de acordo com outros estudos e com os dados obtidos para este tipo 

celular realizado em outras espécies, como em humanos (LEE et al., 2010), cães 

(MARTINELLO et al., 2010) e porcos (DARIOLLI., 2011). E também com o estudo 

realizado por (MINONZIO et al., 2014) para desenvolver um protocolo seguro para extrair e 

congelar células-tronco de tecido adiposo e encontraram uma viabilidade celular em média de 

89,6% variando de 81% até 98%, números que, em média, também corroboram com esse 

estudo. 

As CTDTA se expandiram de maneira rápida e fácil in vitro, através da propriedade de 

aderência ao plástico. Mostraram uma cultura heterogênea de células nos primeiros dias de 

cultivo, tornando-se morfologicamente mais homogênea e com uma morfologia semelhante a 
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fibroblastos ao longo das passagens, variando em seu formato apenas em poucas garrafas de 

cultura, apresentando um citoplasma mais granuloso e sendo mais achatadas. Já foi 

demonstrado em outros estudos que essas características morfológicas são características das 

células-tronco mesenquimais, as quais se apresentam com uma morfologia mais achatada e 

heterogênea em início de cultura, tornando-se mais homogênea conforme o progresso das 

passagens (MIRANDA, 2013). Apresentaram, em média, tamanho de 28 pm corroborando 

com a literatura que afirma que células-tronco derivadas de tecido adiposo apresentam-se em 

camada única de células, com aspecto achatado e com aproximadamente 25 a 30 micrômetros 

de diâmetro (LADEIRA et al. 2012). 

Tais características já haviam sido reportadas nos trabalhos pioneiros de Zuk et al 

(2001), que em seus trabalhos pioneiros com linhagens de tecido adiposo humano também 

descreveram uma morfologia celular em forma de fibroblasto, assim como Vieira et al (2010) 

e Kang et al (2004) que trabalharam com tecido adiposo de cães e de macacos Rhesus, 

respectivamente, e encontraram essas mesmas características, afirmando que as células-tronco 

de tecido adiposo possuem uma expansão in vitro bem rápida. 

As alterações morfológicas encontradas em poucas garrafas de cultivo neste estudo 

podem estar ligadas, de acordo com Wagner et al. ( 2008), ao processo de senescência celular, 

que é uma fase caracterizada pela presença de células grandes, largas, achatadas, ausência de 

proliferação celular e expressão de P-galactosidase (P-gal). 

O potencial de diferenciação das células-tronco mesenquimais nas três principais 

linhagens mesodérmicas é de fundamental importância e pode ser usado para caracterizar 

CTM (GADE, 2012). Sendo assim, a confirmação da diferenciação celular das CTDTA de 

Aotus azarai infulatus, KUHL-1820 neste estudo, indicam a multipotencialidade dessas 

células. 

A plasticidade das CTDTA já foi reportada também em estudo com humanos 

(NOGUEIRA, 2009) e em outras espécies de animais, como cavalos, porcos, macacos Rhesus 

e búfalos (KANG, 2003; STREM, 2005; LEE, 2006). Porém, apesar de células-tronco 

mesenquimais serem originadas do mesoderma, muitos estudos já comprovaram a 

diferenciação dessas células em linhagens não mesodérmicas, como hepatócitos, células 

pancreáticas, células epiteliais e células neuronais (KANG et al., 2004; SEO et al., 2005; 

MOSHTAGH et al, 2012; BAER; GEIGER, 2012). 
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Miranda (2013), trabalhando com tecido adiposo de Chlorocebus aethiops também já 

demonstrou que as células derivadas de tecido adiposo possuem essas características de 

diferenciação, apresentando as mesmas características das encontradas nesse estudo, 

sugerindo que esse tipo de célula possui grande relevância clínica e podem servir como uma 

alternativa no uso em terapias tanto em várias espécies de primatas, quanto em humanos. 

Dariolli (2011) em seus estudos demonstrou que as células-tronco mesenquimais de 

tecido adiposo de porcos criopreservadas também possuem características que lhes permitem 

ser utilizadas na terapia celular. Elas foram capazes de se diferenciarem também em tecido 

adiposo e ósseo e mantiveram suas características morfológicas de crescimento e plasticidade 

quando comparadas com células não submetidas ao congelamento. 

Em todas as análises cariotípicas realizadas, rearranjos cromossômicos foram 

observados sugerindo que são alterações constitucionais da fêmea, que pode ser híbrida entre 

dois citótipos diferentes. O fato de o animal se encontrar em cativeiro pode, de acordo com 

Cicmanec et al. (1977) e Simpson e Jones (1982), ter influenciado nesse processo, visto que 

muitos híbridos são produzidos em cativeiro, principalmente quando as populações possuem 

cromossomos similares, especialmente em populações polimórficas. 

As células-tronco mesenquimais podem ser obtidas a partir de diversos tipos de 

tecidos e são fenotipicamente heterogêneas podendo expressar diversos tipos de marcadores 

de superfície, visto que a expressão desses marcadores pode se dar dependendo do tipo de 

tecidos das quais as células foram obtidas, assim como método de isolamento e características 

da cultura (BYDLOWSKI et al., 2009). Neste estudo, para as células submetidas ao teste de 

imunocitoquímica, foram encontrados marcados de superfície positivos para CD73, CD105 e 

CD90, e negativas para CD34, CD45 e CD79Alfa. Segundo a International Society for 

Cellular Therapy (ISCT) um dos critérios mínimos para que uma células seja considerada 

célula-tronco é apresentar a expressão positiva para CD73, CD105 e CD90, e negativa para 

CD34, CD45 e CD79Alfa. É importante realizar os testes de caracterização fenotípica das 

células para saber o grau de pureza das culturas, pois elas podem apresentar diversos tipos 

celulares heterogêneos, assim como outros tipos de marcadores (GRONTHOS et al., 2001; 

SABATINI et al., 2005). 
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2.5- CONCLUSÃO 

• Os dados obtidos permitiram concluir que as CTDTA apresentaram uma cinética de 

crescimento padrão em todas as passagens submetidas a essa análise. 

• A viabilidade e capacidade de proliferação in vitro foi positiva tanto para as culturas 

submetidas à criopreservação quanto para as culturas não criopreservadas, não 

apresentando nenhuma diferença significativa. 

• As CTDTA apresentaram uma morfologia semelhante a fibroblastos, uma das 

características das células-tronco mesenquimais, não aparentando nenhuma alteração 

em seu tamanho na grande maioria das passagens. 

• Foram capazes de realizar a diferenciação nas três principais linhagens medosérmicas, 

confirmando sua multipotencialidade. 

• Em todas as análises observadas, foram identificados rearranjos cromossômicos, 

sugerindo que as células observadas sejam de um animal híbrido. 

• Apresentou resultados satisfatórios quando caracterização fenotípica , visto que os 

critérios mínimos estabelecidos para que uma célula seja considerada célula-tronco 

foram obedecidos, como ausência de marcação para CD34, CD79a, CD45 e presença 

de marcação para CD 105, CD73, CD90. 

Sendo assim, os critérios mínimos para que uma célula seja considerada célula-tronco 

foram alcançados neste experimento, sugerindo que a espécie Aotus azarai infulatus pode ser 

considerado como um excelente modelo experimental para o uso em terapias celulares e 

pesquisas com células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo. 
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Scnhi>r Diretor, 

Solicito a autorização para a troca de cspécifBes. inicialmente inamos tra alhjr 
espécie Caihthrix penicillaia para o desenvolvimento do projeto intitulado C oIcia. 
separação e diferenciação de células mesenquiniais de tecido adi poso cm í aliithrix 
pencitlata'*. porém tal cspccic apresenLüii o metabolismo muito alto consuminuo mu a 
energia, dibcultando a obtenção do referido tecido. Assim, solicitamos a tri ■. t par., 
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separação e diferenciação de celulan mu'sciii|uíiiuiís de tecido adiposo em 
azar ai infulatusm. 
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Ana Rita t 
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Parecer n0 028/2014/CEUA/LEC/SVS/MS 
Protocolo CE HA - n" 032/2013 
Elma.sra. dra. 
Anu Rita de 1 ima 
Investigadora principal do Projeto 

Ananindeua/PA, 29 de outubro de 2014. 

Senhora Coordenadora. 

Lm atenção á caria datada de 15 de outubro de 2014, que solicita a autorização 
para troca de espécimes, onde utilizará exemplares da espécie Aofus azarae infulatus no lugar 
da espécie Callílhrix pcnicillahr. solicita também a prorrogação do cronograma de execução 
do Projeto intitulado "Coleta, separação c diferenciação de células mesenquimais de tecido 
adiposo em CaUithrix penicillata", informamos que após analise da justillcativa. a referida 
solicitação foi aprovada. 

Recomendamos a consulta ao Centro Nacional de Primatas - CENP. para 
verificação da disponibilidade da espécie e solicitamos que a anuência seja encaminhada a esta 

Recomendamos ainda que mantenha atualizado todos os documentos 
pertencentes ao projeto e no final que encaminhe um relatório consolidado com informações 
pertinentes a pesquisa. 

CEUA, 

Atenciosamente, 
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RODOVIA BR 316 - KM 07 SN' ■ BAIRRO - LEVILANDIA - CEP 67 030-000 - ANANlNDEUA-PA - FONE (0911 214-2000 

hüp //www iec pa gov br 



64 

M rtEtfcto GC KW D +irüifT.* - tJtAA 
InctJüi 'Sicí -^Wwea tíc Cot:ij ca EíoawraíJade - S^lc 
'í-zdj'—r ai Aub-jHçac ■ f-lurmçki m ümtiirKíHlr • i 

Autorização para aüvidade^ com finalidade cientifica 
N^mara; 47277-1 | calada Bnlccao: iaiaS014 1fc£4 | Caia para nwaildafda^ 14vai.2aiB 

" .Ir icn v- :.■ ÉR h - nta tan ua MUadi ■>■: ii >1 ftõ .■ .■■i■ u vh -J-: '■ Iw prs|rti 
rm Ono i Mr iDrm.vji m.arrwrm nHiaita ■ — h i. ii4iri=ri: si rikK^Mln ■ m wtni po4 trai;- G- ^ibi- r>: :--iu : 3i ali 30 -ími 
h rmta su iliii sti wsiib^ 4fl eui «nasâ: 
□ara do Iriiar 
Mera A-m Ivia 31 Ura |cPf mi »' «a-! 2 
Tfeáo da ^YqfAi.^dr^apln d« aBu.» tsns ■■■■ i iiiiimi dnvnlw dilinJs KkpoK-irr A An *:rm i-r.irtn 
Mana dsi traOu^ _híHL-c hbltèftAi. HLfiAL UA AMAZÕMA lllhr j QUttODiaiGri-DI 

C^otçra^a de a -/dara 
";« i :iivnMcl; :* ii^u: i: ■■■*■: m j U-J H i-tíB-* ü-XSa 10-33:5 ■.mZi: « ■•' v i'. ——j. zí 'íkj:: ■ :C':i: : ■■ ■»»■.! ■ 3« ■;A ja■ et-tk: r-eu#--r-r— ■ ■. aa-seiu d* -kjx- as :---i ■ ■e.>:s DÈOíi-5 - ■■- ■.■ w ■ ,■ p 1 - ■■■- - . ■ >■ ..... , v. :■: i S i-jiIh em uoh z->ih. ■ eihu dk rumnj J: ia i waftihii «■OG-S I0CU!5 

f—•^'«erEMa™ 
1 *jê Bv-cadat aa carf^apáf-dia c-: * paa»« mob* uj UTttj «nngBn ar. t:cr -a ■rrtw rma-z-j «-iieíbt; e pia-varna^- ii r»sin:4 rurma « -.í i-.ai, a-ir ;■:■■ k gat- ík-m rain ■ M^4am.fc4&(aGua a minta. r+:jj r-di ujtam -j;'. !. i -jiri r :"ii■1 pnm * ftanuai ■ r: :;-i r " -ac 3» Tt-vj»:^ i »3ua :.-f ja iicnaTi n: fíe. ; - i : ■-i.V 1 - et rrÉ ■ i. ias ■ j,: ■ Wncn- a OJru i Tmvc-] i 
7 

Taa a.-fr»;.*- è'! ulTia ■:. pM^uoecd-nia-1 -a rT*Ti«a Ea au li na^-aairasa d* eeoh u malrua pee-aai »■— :-rsa raasjrwKa : ■.- eiKte da a i — ■ 11a 11 íe rais-riiâd-d pata a-u pLBfca u pg^ada onda uri rmfevEi a b9i>íué tilljb -■ ar ji wr ia wn i^d^ana rP-hAr. Ia tati sa EsreasiçlE bdelbI e jcrira íou nrac^ai -hj 3: p—r-rd-s i-viduiz piaaarz E4.-rm-adsr-ia ina santa íh i ■■■ d* jrslmii ei íszaamçlz M-sm ii*;. ;-■■■*«*■ ia ■ i-tj ;!.1 -urdin arüzTtn-u. ar- an: 
1 ■■■ ■■■ ■     ■  ■ ■ ■ - ■'■■•'■■••',■ ■ •■■.-• -g-.-1 ■ ■ . --.p i ■ ■ . - ■ - 1 ■ • • -,■ . v ■■ • . ■■■ ■ .-■ ib-azfcji aici .'LBCftriçJt. nV; :-:■:»-ü:- ar araria sai iionaTjiJi rz-zr ■ a coj aK-otrera ■' rmrai 1 eií-jcz -.m?;- sarvi aar-xfaazz pan tahzadae _k J"u 1 su tadiczai -z Ir^tc dc- a-j^-z a—iaric-- 
4 A a.—Tk-Ji- ra-aa-vlE az aoranor 1» —Jv-■ ^ ■ ■■'Zjc ■ "J: z-z-ifmTXkiagarl narra-.a-ra :-v rraz a.;. asda-a^E tarrizaca íiwvh kank jcv to irtavcr* zr* ■ . raiçj ■ H'1. t-'rKJ- au :« E:t. 1 ■S.-i. CfCS a -Ja CUTii 
1 I :c ji- za liarça ou i.T"*jk- 1:« rwrtn* ia u aeUpa iMaria cpu: nlcdoaia asaai a rv:-—a~« z* lací--» imanuoa BHrpra ZíM ;-:aj - a aa jnez arronSi-ício za nar aua • <-*-zz ■ rena oc dirc ió-jrxtrzsT a z za jrzooa a aTc-»;a- aalsrpo ia caata zl. uasn opj* -Az z-: ■ z--.*z* ■ idhZ Jz■ z■ ia z-z-z^rríae iz j_c.z zi riraiaa *r- zz- z zlú r «c_ 
* 

.. -aja- za uz-nclz ou ia hapça pamararta naiTi some ca —arí—a za aja az—z-i. z-i-.z ; ria iz-dapt;. aa 'ap^iapl-z - ;aru -s. z-r.;- ia r*z^-xazlz -.-mmM-z Hi^atai zaasrpiz da rrtum^Saa rra^a-oa zsa a.raz a-i- ■ BEsa#^ íe bb p-;-san nfedn -zaz elz ne&taia na i-zr-r «hU e. kzanpa i-jgpa-u -i-zzaia rat CífP: a : —ra■ ■ zc z-y-.■: ua; as-M/rfri!- ■VHTrrva ca •;« izJk cuJari 1— . ;:■ 
- 

ra» z-z-L-j-a —■-■ -Az ziza-ag z .— vi—w3r ca *ff uapa.;. aja z ar-ia azara izacaz a --a-3 da Zik ■" -•■ -jes-:- 1 ■ HIÊ'~a -j.—'j-.-. -s-_:r:i -a E-Baribzra -z-Tm ■ na zz-« n^zrdrrtaa ascLavia eaj aa SDvmrw--rad zc-a aaraAd^ az pnrrrí-z-z janãao:- pm -ra da Eiarpan carafta z-zzrzapacyiU;. a dasa-z^Mm az-zc-jiiz- Vap rraena rferrmpAia arr ariM — ra ^ trzífj 
E "     :   - " - " ■:-■■■ j . ■ •■ -- h z- ■ L- ■■ ■ -■ ■■■ ■ a- ■ - 'Ts-k- -n J-. znv a J- " " ■" " V.-" 0 jj-■ -' 3H aiUKF^M Jd -drioíai! sai nir 1 zí ' lu iitaua a d+ ja; za rr-aad.r C-i Ia x-zata 
gggg - Hc-na ■ üTÇi? SPP Doe .J-r.dria hao-i-j.cadg .-na Lscaa ■ 'Taur- s-aaz-ZTizz- KC-SfO ZZZtt ürsoa i-" 'A. V '-k nZKhMZk ejana Ivjaa Ha—izar za olva zftae-znzzr SM-tai1 OK-'a 
■- LUIC^STA1/: KíMCJCS i^tíní-K iftatúncor *.* ■+:-^ i-iair-A r-M.*n r-tai -a-ja Gnrca zútatenoor iMJaacrwz   '— 

Locas oide os ahk&üee 3e canac serio sooarjsas 
1 * 1 1 1 liJ-J-MiMICJA ITA 1 Oar tti Maacma sa "-TTJiaa I r- -a da L>~ fazem | 

t ili ii>-..i w 1= : Hjj1 v.i.:u,:-? pn h^i'1 .m:fi uarr f-ri i 
d* «--jtib-c», i-i Bzad o Lfja-zij*- adasAc piidKA e«—ín 
I-1»fnil ■ c XT- gie 11 'i-PI 
Código de autenticação: 2Í2Í75ST 

liiii!! 



MJrtsíeft- (ic k«3 AjrcieTt - VMA 
Inriffcjx i^ics ^Aeftd« de Conefwsçfo ca &D(í^erMade - C&Sa 
^atxr» àm àukrzm&z ■ l-tnina^la vn bK^HBKUdi - iítit4Li 

Autorização para a^vidades com finalidade cientifica 
Nunírn: 4?£77-1 Data da EmfcUc.: 1Srt2.!5í1414:24 Dr.a uva lAtH/SOIB 

" i>i M-JlMi-Z D 
rm dnc-É-H 

D vi V! m N Gi-jn*. ■ ir-lu íj?— »íu:-: tia '■id dczla i-^.rrMnta h 
■í in.iri11■ i!a — ■ lãari!í a ^niiaiLt^ki J- ii4b1iii: r-a rShTÍnia» » u ir-vaâci p-n mau d 

D3ttÉ- da ftiiar 
l+.--a Ara Krta z* Ufm cM- ne w OGU-: i 
1 'u: da "■_■ w"■: Ahié hçIli da crim ■■ tsm r-wanoirmi dnrvadai da liiddc KfepDnam Ai ia a.' rir '-f.Utu 
Hocm' da InÉBhuçÉa UHVEftSIÜADC. h t^tKAi AU^AL LA AMAíCMA | L:r#' j Lfti.i:t!dC' iiiiK.i -ci 

Aí! yteíades X Tjíctí. 
1 ■ | Atkvz. CM n É7 .c ira 1 1 |. r■*«. —a-ir- -:! :a A—■-.«-»! -.■■ J j- v" ii «r i—asa A-adai 1 

ftiütera e rnefiKkB 
A—cmtíi :-c 5;caK ^Tr*i■ • W -a : sa -LirZ-T». -. ;+«« r -r- EV Cuaa i-i-a-n : ■:-■ j--ja ■ c t-m:i 7-f ~i-J •' — : xs 

DsBthc- cb TjüssnaJ íJbtóç^co cocado 
| ■ | " ^-ai-.-.i | ■■-■ r» — 

Lhli dac-_rTWI=- pars tfrviaaiH cnr" t-J Etaic* urnC.vi >U upadí^- curn t• va na l-K^LvOr- Nha-ralim rt" L'iV.1 4 Ahivn. sfc soct^P 
da ■/«ika^:- traíra i^jil^jar ud»=jL: pc-i-nú v«-f-..n h nKlaní=daDa c. .ola üsr.iim!:, p« ma: da pá^f-a dc bioL: mlLBI -a 
l-lnnil • vw» l;~:j jc*1 fcnUfcci 
Código de jutenticjçjo: 2334.7587 

llliilllllíl 



m 

M rtEtfcrto flc KWa .'■"jrcffTí- - VMA 
mfljtjx i3ií:d yncleí; cie Cotseívaçfo ca Eiací ■.encads - tC&Gio 
ür^r — ■ D» jjjic-_■(*,■ i-z ■ LH-simpk «m Biatk-HKiKBd» • :■ ühl Li 

AutorÊ^çao para atividades com finalidade científica 
Ninara: 47Z7T-1 | Dar.a da Emu-c-Ic: 1-Si'1LCC141i 2A- \ Dar.a para P.crtMaf ta": 

" ! ■ i i« i ii ■! "" ■ li ' ii i ml iii.li r» mi ili ii^éíiIbIi ■>!< iéwiIi ■! n■ írtn ii i iiw hjihih ili rt I hilii |ii 
nu -ícib-A hi lay^dvti' in.idüiaiib •?advib m ^nurbcin ibaHrí:- zm xüvfiasin » ur rv:úzu po4 m: tfa &■!»=■ nc »iu: zr j-'J íhs 

Dados új Kiiar 
Nana Arm hiia =■ ürm 1 ' " :- A-rS 
Tliio da l^ra^n Anta^^o da oAUai tsrca ■>■! pJnaaa datn-adaada laidJe- adpaK xn As&is uja-M !-t_jj An 
Nona da IratbJEpk Lt+Vir-iS ^l.-: i L LkKAL HLniAL UA AMA^ÚSIA | LIH ' J USa' jü rx-lrtnc i o i 

 Registro cte coleta imprevista de niateri-al biológico  
tt saí: mm i IríTLçío Norrjt^ n" 'DJ-íOli, 5 F^íwt^ 3e Tasla ítoogfco OJ -tí- SLCán:: ri3 
ccrreTuísjaü rj satfSajií ou na .Isetçí cemaTeriB Osjeri síí anoiada ra Tesina en canac- aspeanso, per 
ocaslJo sooea, deisrdo eíla soltfiinafffilEiiertoTirloaoâ per neo so raatíCo k jCh (M?s. OTiaiEsors do 
nalEr j txHígcc ou do- 5LteT3li- dffhdfa w scinoarriad: da dUoraa;^: a; da Iserça penapefird dom a devda 
alolaíSo. C riaadal UrHogldo ccHetado Se "tfra ImfrPHifj, devera sar -deEinaso 3 nasjçiü íenlfllsa e. depositado 
p-Ete-TeodslEieTe, er sMe^Sc Holc^oa tíertrca rejlsiada no Catasoo Mactonal deCoeçSeoaoogcasíCCSIC 

T Éuab* ema í pe da KTRTWSdl ÚUc Üwta 

" 11*11tf-Lic □ nic-íS-j-• -c ri-.-* bnrnSim: 

bnti lJ-:-;_.th-I: IAuM^h^Pc pn icriiaiin c-:r !l- u rtira □■nCrruI U «ipKftí:- crn hm na l-anu-pJ-: f+s-'-Mh-a n" irirJl H Asrwn de 
ib atua-a t^dilsur- LdLL+nij podatA har^daa h o_!r;:>d tlaci -■fluütMftm inLi doc-nwn!:. poi nw: Pa -= Said-iiTUW iz -a 
l-tamal ivwv btrcfl prn t1 .kr^L z > 
Código de autenticação: 2Í2ÍT5B7 


