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RESUMO 

PINHEIRO, L. L. Células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adíposo de Saimiri 

sciureus: isolamento e caracterização. 2015. 66 f. Mestrado em Saúde e Produção Animal 

na Amazônia, Universidade Federal Rural da Amazônia, 2015. 

Os macacos-de-cheiro (Saimiri sp.) estão entre os primatas neotropicais mais utilizados como 

modelo biológico, com destaque, nos últimos anos, em numerosas áreas biomédicas. No 

entanto, ainda não foi investigado no âmbito do cultivo e terapia celular. Assim, objetivou-se 

isolar e caracterizar células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo de Saimiri 

sciureus, visando contribuir com futuras pesquisas a partir desta espécie, como modelo 

experimental em medicina regenerativa e terapia celular. Foram utilizados dois animais, 

adultos, machos, pertencentes ao Centro Nacional de Primatas - CENP, Ananindeua, Pará, 

para coleta do tecido adiposo por meio de lipectomia. As células foram isoladas por digestão 

enzimática e cultivadas em Dulbecco's Modified Eagle Médium Hanfs e F12 Nutrient 

Mixture na mesma proporção suplementado com 20% de soro fetal bovino, em estufa a 370C, 

com 5% de C02. Foram avaliadas quanto à viabilidade, morfologia, proliferação, 

plasticidade, imunofenotipagem e estabilidade cromossômica por análise citogenética clássica 

e molecular. Os procedimentos realizados permitiram fácil isolamento e expansão das células, 

mantendo alta viabilidade e padrão morfológico ao longo do cultivo, potencial de 

diferenciação nas linhagens osteogênica, adipogênica e condrogênica, imunofenotipagem 

característica de células-tronco mesenquimais e integridade citogenômica até a última 

passagem analisada (P8). Nossos resultados, somados às propriedades terapêuticas das 

células-tronco mesenquimais, demonstram segurança para transplante autólogo em ensaios 

clínicos utilizando o Saimiri sciureus. 

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais, Saimiri sciureus, tecido adiposo. 



ABSTRACT 

PINHEIRO, L. L. Adipose tissue-derived mesenchymal stem cells of Saimiri sciureus: 

ísolatíon and characterization. 2015. 66 f. Master of Animal Health and Production in 

Amazônia, Federal Rural University of Amazônia, 2015. 

The squirrel monkey (genus Saimiri) are among the most used neotropical primates as a 

biological model in several biomedical areas. However, this species has not yet been 

investigated for cultivation stem cell therapy. Our objective was to isolate and characterize 

Saimiri sciureus adipose-derived mesenchymal stem cells, in order to contribute to future 

research with this species as an experimental model in regenerative medicine and cell therapy. 

Two individuais adult male belonging to the Centro Nacional de Primatas - CENP, 

Ananindeua, Pará, were used adipose tissue was collected by lipectomy. Cells were isolated 

by enzymatic digestion and cultured in Dulbecco's Modified Eagle Médium and HanTs e F12 

Nutrient Mixture in same proportion, supplemented with 20% fetal bovine serum, at 37 0 C 

with 5% C02. The following aspects were evaluated: viability, morphology, proliferation, 

plasticity, immunophenotyping and chromosomal stability by cytogenetics analysis classical 

and molecular. Our results showed that this approach allowed easy isolation and expansion of 

cells, maintaining high viability and morphology during the cultivation, differentiation 

potential in lineages osteogenic, adipogenic and chondrogenic, immunophenotyping 

characteristic of mesenchymal stem cells and cytogenomics integrity in high passes (P8). 

Added to the therapeutic properties of mesenchymal stem cells, our results demonstrated 

safety for autologous transplantation in clinicai trials using the Saimiri sciureus. 

Keywords: Mesenchymal stem cells, Saimiri sciureus, adipose tissue. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os primatas não humanos, devido às proximidades filogenéticas com o homem, são 

importantes modelos para o estudo de diversas doenças, e atualmente, tem se observado um 

considerável crescimento na utilização de primatas neotropicais em diversas áreas do 

conhecimento, fato atribuído a algumas vantagens em relação aos macacos do Velho Mundo 

(WARD; VALLENDER, 2012). 

O Brasil é o país com maior diversidade de primatas do mundo. São 139 espécies e 

subespécies, sendo a maioria destas presentes na Amazônia (ICMBio, 2014). A 

disponibilidade destes animais é, certamente, um dos principais contribuintes para a ascensão 

do Brasil na comunidade internacional de pesquisa biomédica, onde com base na 

produtividade ao longo da última década, lidera países como Japão, França e Inglaterra em 

relação ao número de artigos publicados que usam modelos de primatas não humanos 

(TORRES et ai, 2010). 

A Família Cebidae (Primates, Platyrrhini) engloba a maioria dos primatas 

neotropicais, e dentre estes se destaca a subfamília Saimiriinae, a qual pertence o Saimiri 

sciureus, uma das espécies brasileiras mais utilizadas como modelo biológico devido seu 

tamanho relativamente pequeno e facilidade de contenção (AURICHIO, 1995; WARD; 

VALLENDER, 2012). Neste sentido, tal espécie toma-se interessante para estudos 

envolvendo terapia celular, por meio de utilização de células-tronco. 

Diante da temática do estudo proposto, considera-se como célula-tronco um tipo 

especial de célula indiferenciada, que apresenta a capacidade de se renovar e originar 

diferentes tipos celulares especializados, podendo ser classificadas como embrionárias ou 

somáticas, de acordo com sua origem e plasticidade (BIANCO et al., 2008; KEATING, 2012; 

KAPUR et al, 2013) 

As células-tronco mesenquimais (CTM), são consideradas uma linhagem de células- 

tronco somáticas, presentes em regiões perivasculares de tecidos adultos, onde são 

responsáveis pela regeneração e manutenção destes (KEATING, 2012). Em virtude de suas 

propriedades biológicas, como potencial de diferenciação em múltiplas linhagens, potencial 

imunomodulador, capacidade de migração para sítios de inflamação, e facilidade de 

isolamento e expansão em cultura, as CTM tornaram-se alvo de interesse em diversos estudos, 

tanto em relação a seus aspectos básicos, como em sua utilização terapêutica para o 

tratamento de diversas doenças (ONG; SUGII, 2013). 
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Nos últimos anos, as CTM já foram isoladas de uma variedade de tecidos, humanos e 

animais, e o crescente interesse no tecido adiposo se dá em função de importantes vantagens 

em relação às outras fontes de células-tronco (KOKAI et al., 2013). As células-tronco 

mesenquimais derivadas de tecido adiposo (CTM-TA) apresentam taxa de sucesso de 

isolamento e rendimento maior comparadas à medula óssea (NAGATA et al., 2013), e se 

destacam pela facilidade, rapidez e segurança de coleta e processamento (YARAK; 

OKAMOTO, 2010), possibilitando sua obtenção por meio de procedimentos minimamente 

invasivos, como lipossucção e lipectomia (MONACO et al., 2009). 

O isolamento das CTM-TA foi realizado com sucesso em diversos grupos animais, 

entretanto, até o presente momento não foi descrito na espécie Saimiri sciureus, fato relevante 

para este estudo considerando a importante utilização deste primata neotropical em pesquisas 

biomédicas (ANDRADE et al., 2010). 

Assim, estabelecer procedimentos para isolamento e caracterização de células-tronco 

mesenquimais derivadas do tecido adiposo de Saimiri sciureus, visa contribuir com futuros 

estudos experimentais, aplicados em medicina regenerativa e terapia celular, em que se 

possam utilizar tal animal como modelo para determinadas doenças. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral: 

• Estabelecer procedimentos de colheita, isolamento e caracterização de células- 

tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo de Saimiri sciureus. 

2.2 Objetivos Específicos: 

• Estabelecer uma técnica de colheita de tecido adiposo e isolamento de células- 

tronco mesenquimais de Saimiri sciureus; 

• Analisar a capacidade de proliferação das células-tronco mesenquimais por 

meio de uma curva de crescimento; 

• Verificar a expressão dos marcadores de superfície celular CD105, CD90 e 

CD73 e a ausência de marcadores de células hematopoiéticas CD34 e CD79; 

• Comprovar seu potencial de diferenciação em multilinhagens pelo ensaio de 

diferenciação em três tipos (osteogênica, adipogênica e condrogênica); 

• Avaliar a estabilidade cromossômica das células-tronco mesenquimais em 

diferentes passagens por análise citogenética clássica e molecular (FISH). 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 GÊNERO Saimiri 

A taxonomia do gênero Saimiri é uma das mais controvertidas dentre os primatas do 

Novo Mundo (ROCHA, 2002). Pertence à família Cebidae, subfamília Saimirinae, 

popularmente são conhecidos no Brasil como macaco-de-cheiro, mão-de-ouro, cai-pussu, 

jurupari, boca-preta, e em inglês squirrel monkey (SILVA JR. et al., 2008). 

Há diferentes propostas quanto ao número de espécies no gênero, e o arranjo 

filogenético entre elas também gera discordâncias (HERSHKOVITZ, 1984, 1987; 

THORINGTON, 1985; COSTELLO et al, 1993; BOINSKI; CROOP, 1999; GROVES, 

2005). 

Segundo Hershkovitz (1984, 1987) existem quatro espécies organizadas em dois 

grandes grupos: o gótico e o romano, distinguidos por características externas, como formato 

do arco superciliar e espessura do pincel caudal, comportamento e distribuição geográfica 

(Figura 1). O grupo gótico ocorre na América do Sul e Central, possui o arco gótico, com 

ponta de cauda com tufo grosso, e é representado pelas espécies Saimiri sciureus, subespécies 

S. s. sciureus, S. s. albigena, S. s. cassiquiarensis e S. s. macrodon; Saimiri ustus; e Saimiri 

oerstedii, subespécies S. o. oerstedii e S. o. citrinellus. Já o grupo romano ocorre apenas na 

América do Sul, possui arco romano associado a uma ponta de cauda com tufo fino, e é 

representado apenas pela espécie Saimiri boliviensis, com cinco subespécies (S. b. boliviensis, 

S. b. jaburuensis, S. b. peruviensis, S. b. pluvialis e S. b. vanzolini). 

Figura 1. Diferenças entre o padrão de formato do arco superciliar e a espessura do pincel caudal entre os grupos 
de Saimiri; Gótico (A) e Romano (B). Fonte; HERSHKOVITZ, 1984. 
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Para Thorington Jr. (1985), que analisou caracteres craniométricos, o gênero Saimiri 

possui apenas duas espécies: Saimiri sciureus, com quatro subespécies (S. s. sciureus, S. s. 

boliviensis, S. s. cassiquarensis e S. s. oerstedii) e Saimiri madeirae (=ustus). Ainda em 1985, 

Ayres descreveu uma nova espécie, Saimiri vanzolinni, alterando tais propostas. 

Costello et al. (1993) averiguaram dados sobre morfologia, distribuição geográfica, 

ecologia, comportamento, bioquímica e caracteres crânio-dentários, reconhecendo apenas 

duas espécies: S. oerstedii (na América Central) e S. sciureus (na América do Sul), enquanto 

Boinski e Croop (1999) avaliando dados morfológicos, comportamentais, genes nucleares e 

mitocondriais, sugeriram a existência de quatro espécies: S. sciureus, S. boliviensis, S. 

oerstedii e S. ustus, corroborando a proposta de Hershkovitz (1984). 

Após revisão da literatura em taxonomia, e com base em características genéticas, 

físicas e comportamentais, Groves (2005) propôs a classificação do gênero em cinco espécies: 

Saimiri sciureus, Saimiri ustus, Saimiri oerstedii, Saimiri vanzolinii e Saimiri boliviensis. 

A identificação precisa do macaco-de-cheiro requer, muitas vezes, além da análise do 

fenótipo, a análise do cariótipo. Com relação aos estudos citogenéticos realizados até o 

momento em espécies e subespécies, todas apresentam 44 cromossomos (diplóide), 

entretanto, variam quanto ao seu número de pares autossômicos acrocêntricos entre 5 a 7 

(ABEE, 2000) (Tabela 1). 

No presente trabalho, utilizaremos a classificação proposta por Hershkovitz (1984). 

Tabela 1. Autossomos acrocêntricos entre subespécies de Saimiri (Adaptado de ABEE, 2000). 

Nome científico N0 de cromossomos Variação Autossomos 

(Diplóide) Acrocêntricos 

Saimiri sciureus 

S. sciureus sciureus 44 Gótico 7 

S. sciureus macrodon 44 Gótico 6 

Saimiri boliviensis 

S.boliviensis boliviensis 44 Romano 6 

S. boliviensis peruviensis 44 Romano 5 

S. boliviensis vanzolinii 44 Romano 6 

Saimiri oersteddi 

S. oersteddi oerstedii 44 Gótico 5 

Saimiri ustus 44 Gótico 5 

Fonte; HERSHOKOVITZ, 1984. 
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3.2 CARACTERÍSTICAS GERAIS DO Saimiri sciureus 

O Saimiri sciureus possui ampla distribuição geográfica estando presente em vários 

países, como Brasil, Colômbia, Guiana Francesa, Guiana, Suriname e Venezuela (GROVES, 

2005). É amplamente encontrado na Amazônia oriental, onde ao sul do rio Amazonas, sua 

distribuição se estende desde o rio Tapajós até a zona de transição entre os domínios 

Amazônicos e dos Cerrados, no Maranhão. E ao norte, ocorre desde a margem esquerda dos 

rios Negro e Branco até a costa atlântica do Amapá e das Guianas (SILVA JR. et al., 2008). 

Esta espécie pertence ao grupo denominado "Gótico", possuindo uma máscara facial 

branca e pêlos do capuz formando um desenho em forma de "V" entre os olhos. Apresentam 

a região circumbucal de coloração escura e pelagem curta e espessa, com coloração geral 

aguti-acinzentada. Possuem orelhas peludas e cauda não preênsil, com um tufo de pêlos no 

seu terço terminal, em forma de "pincel". Outras características são: mãos, pés e a maior parte 

da superfície interna e parte proximal de toda a superfície externa dos antebraços laranja ou 

amarelado (SILVA JR. et al., 2008) (Figura 2). 

Figura 2. Macaco-de-cheiro (Saimiri sciureus). Fonte; MAGALHÃES, 2010. 
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Os S. sciureus atingem a maturidade sexual em um curto período de tempo (2,5 a 3 

anos de idade) e são sexualmente dimórficos, expressado na coloração da pelagem e medidas 

biométricas. As fêmeas adultas desenvolvem uma mancha pré-auricular na pelagem, de 

coloração negra, enquanto que os machos, na maioria das medidas corporais e cranianas são 

maiores, sendo também mais pesados, especialmente durante o período reprodutivo (SILVA 

JR. et al., 2008). 

São primariamente arborícolas, de hábitos diurnos, mas conseguem se deslocar de 

forma muito eficiente pelo solo (AURICHIO, 1995). Alimentam-se de uma grande variedade 

de itens, como frutas, insetos, néctar, folhas, flores e pequenos vertebrados (SILVA JR. et al., 

2008). E de maneira geral, apresentam uma estrutura social com machos dominantes, fracos 

laços sociais entre fêmeas, e freqüente e intensa competição por alimentos (MAGALHÃES et 

al., 2010). 

3.3 UTILIZAÇÃO DO Saimiri spp. EM PESQUISAS BIOMÉDICAS 

Para a investigação biomédica, os primatas não humanos são importantes modelos 

animais para o estudo de diversas doenças, devido a sua maior proximidade filogenética com 

os seres humanos (WARD; VALLENDER, 2012). A presença de maiores semelhanças, do 

que com outros modelos animais, em termos de genética, anatomia, fisiologia e 

comportamento, permitem desenhos experimentais longitudinais complexos e melhor 

previsão da resposta ao tratamento em seres humanos (PLATT et al., 2012). 

Os macacos do Velho Mundo foram os primeiros modelos de primatas não humanos, 

tanto por razões históricas de acesso, bem como pela proximidade filogenética, entretanto, nas 

ultimas quatro décadas tem-se observado um considerável crescimento nas pesquisas com 

primatas neotropicais em diversas áreas do conhecimento (TORRES et al., 2010; WARD; 

VALLENDER, 2012). 

Esse fato pode ser atribuído a algumas vantagens em relação aos macacos do Velho 

Mundo, como menor tamanho, que varia de pequeno a médio porte, permitindo a diminuição 

dos custos de manutenção da colônia com alimentação, manejo e instalações (alojamento em 

grupo), e na pesquisa farmacológica, reduzindo custos na síntese de compostos; 

disponibilidade das espécies; boa adaptabilidade às condições de cativeiro; facilidade de 

manejo; bom desempenho reprodutivo e alcance de maturidade sexual mais cedo; menor 



25 

expectativa de vida, com máximo de 15 anos em cativeiro, o que permite estudo do 

envelhecimento e de doenças relacionadas à idade; e, além disso, macacos do Novo Mundo 

não portam naturalmente o herpes vírus B, diminuindo preocupações em relação à 

biossegurança (TORRES et ai, 2010; WARD; VALLENDER, 2012). 

O sagüi comum (Callithrix jacchus) e os macacos-de-cheiro (Saimiri spp.) são as 

espécies do Novo Mundo mais comumente utilizadas, ambos se destacaram como valiosos 

animais em numerosas áreas biomédicas por melhor se encaixarem às condições supracitadas, 

e recentemente, impulsionado pelo sequenciamento do genoma do sagüi comum, e 

lançamento pendente do genoma do Saimiri boliviensis boliviensis (WARD; VALLENDER, 

2012). 

Os macacos-de-cheiro mais utilizados são o Saimiri sciureus sciureus, o Saimiri 

boliviensis boliviensis e o Saimiri boliviensis peruviensis, sendo que os três são geneticamente 

distinto entre si (VANDEBERG et al., 1990) e apresentam variabilidade fenotípica 

(ZIMBLER-DELORENZO; STONE, 2011). A principal dificuldade em estudos com 

macacos-de-cheiro tem sido exatamente, a existência de variabilidade genética entre as 

populações e a não compreensão concreta acerca da filogenia do gênero Saimiri, o que tem 

tornado comum na literatura, a não identificação ou má identificação de espécies e 

subespécies de macacos-de-cheiro, por negligencia da comunidade biomédica onde são 

valiosos modelos (WARD; VALLENDER, 2012). 

Além das vantagens comuns aos demais primatas neotropicais, os macacos-de-cheiro 

apresentam uma maior tolerância a alguns fatores de estresse ambientais associados a centros 

de pesquisa (TARDIF et al., 2006). Historicamente, estes serviram como modelos para o 

estudo de doenças parasitárias (GALLAND, 2000), mas também para inúmeras pesquisas de 

ciência clínica e comportamental (WILLIAMS; GLASGOW, 2000). 

De acordo com Andrade et al. (2010), durante a década de 90, com os avanços da 

biologia molecular e celular, os estudos do sistema nervoso central, do comportamento e da 

percepção, utilizando o Saimiri spp. foram os mais publicados na literatura científica. E neste 

sentido, torna-se, também, interessante para estudos envolvendo terapia celular, por meio de 

utilização de células-tronco. 
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3.4 CÉLULAS-TROCO 

As células-tronco (CT) são células indiferenciadas, que apresentam como 

características fundamentais a capacidade de auto-renovação e de diferenciação em diversos 

tipos celulares (BIANCO et ai, 2008; KEATING, 2012; KAPUR et al., 2013). Para isso, 

essas células apresentam uma divisão assimétrica, gerando duas células filhas diferente: uma 

idêntica à mãe, mantendo seu estado indiferenciado e proporcionando a reposição ativa da sua 

população, e outra comprometida com uma via de diferenciação, na qual o microambiente 

celular fornece os sinais que definem a direção da diferenciação (GODARA et al., 2008). 

De acordo com sua origem e plasticidade, ou seja, capacidade em originar tecidos do 

organismo, as CT têm sido convencionalmente classificadas em embrionárias ou adultas. As 

CT de origem embrionária são isoladas da massa celular interna do embrião no estágio de 

blastocisto, e são pluripotentes, sendo capazes de se diferenciar em qualquer linhagem 

derivada dos três folhetos embrionários: endoderma, mesoderma e ectoderma. Já as com 

origem a partir do zigoto, são classificadas como totipotentes, podendo se diferenciar nas 

células dos três folhetos embrionários, além de células dos anexos embrionários (BIANCO et 

al., 2008; KEATING, 2012). As CT adultas, ou somáticas, são encontradas em tecidos 

desenvolvidos (feto, recém-nascido, juvenil ou adulto) e classificadas como multipotentes, 

possuindo um potencial de diferenciação mais limitado, em tipos celulares do mesmo folheto 

embrionário de origem (SERAKINCI; KEITH, 2006; KEATING, 2012) (Figura 3). 

PLASTICIDADE 
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Figura 3. Plasticidade de acordo com o grau de especialização celular. Fonte; NOGUEIRA, 2009. 
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Desde a descrição do primeiro isolamento e cultivo de CT embrionárias humanas em 

1998 (THOMSON et al., 1998), a pluripotência dessas células abriu possibilidades visionárias 

para o tratamento de uma variedade de doenças. No entanto, a sua utilização está limitada por 

fatores éticos e religiosos, e a sua aplicação clínica apresenta importantes obstáculos, relativos 

ao seu potencial de tumorigenicidade e a possibilidade de reações de rejeição imunológica, 

por representarem uma fonte alogênica de células (MIMEAULT et al., 2007). 

Dessa forma, as CT adultas, menos polêmicas, porém, tanto quanto promissoras, 

surgiram como alternativa no cenário científico mundial, e têm sido objeto de diversos 

estudos devido o seu potencial em aplicações terapêuticas (DOMINICI et al., 2006; ONG; 

SUGII, 2013). 

3.5 CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

As células-tronco mesenquimais (CTM) são consideradas uma linhagem de células- 

tronco somáticas, presentes em regiões perivasculares de tecidos adultos, responsáveis pela 

regeneração e manutenção destes (KEATING, 2012). 

Foram identificadas por Friedenstein e colaboradores, nas décadas de 1960 e 1970, 

como uma subpopulação de células da medula óssea com potencial osteogênico, 

caracterizadas pela aderência rápida ao plástico de cultura de tecidos, aparência do tipo 

fibroblastoide e pela capacidade de se desenvolver em unidade formadora de colônia (UFC) 

(FRIEDENSTEIN et al., 1976). Posteriormente, Owen (1988) propôs a idéia de uma célula- 

tronco não-hematopoiética da medula óssea, e Caplan (1991), com base na capacidade de 

diferenciação em diversos tipos celulares, foi quem propôs o termo célula-tronco 

mesenquimal. 

Além da medula óssea, as populações de CTM foram isoladas a partir de uma 

variedade de tecidos, incluindo sangue do cordão umbilical (ERICES et al., 2000), membrana 

sinovial (DE BARI et al., 2001), tecido adiposo (ZUK et al., 2001), placenta (FUKUCHI et 

al., 2004), polpa dentária (WANG et al., 2004), pele (SHIH et al., 2005), células 

perivasculares do cordão umbilical (SARUGASER et al., De 2005) e fluido amniótico 

(NADRI; SOLEIMANI, 2007). 

Comparações entre estudos publicados nas décadas de 1990 e 2000 revelaram certa 

confusão quanto à definição de CTM, o que levou à proposta de uma nova terminologia e 
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critérios por parte da Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT, do inglês 

International Society for Cellular Therapy) (HORWITZ et al., 2005; DOMINICI et al., 2006). 

Conforme estas propostas, os critérios para caracterização de CTM incluem aderência ao 

plástico, diferenciação in vitro em três linhagens diferentes (adipogênica, condrogênica e 

osteogênica), expressão de marcadores de superfície celular CD105, CD73 e CD90 e ausência 

de marcadores hematopoiéticos CD45, CD34, CD14 ou CDllb, CD19 ou CD79, e moléculas 

de superfície HLA-DR (KEATING, 2012). Um dos grandes desafios para o campo tem sido 

exatamente a ausência de um marcador específico para definir as CTM (KEATING, 2012). 

Denominadas multipotentes, antigamente acreditava-se que as CTM possuíam seu 

potencial de diferenciação restrito somente às células de mesma origem embrionária do tecido 

no qual se encontrava. Entretanto, diversas pesquisas demonstraram uma maior plasticidade, 

podendo originar tecidos mesodermais e não mesodermais, o que aumentou o interesse nessas 

células (ASHJIAN et al, 2003; PLANAT-BENAD et al, 2004; TIMPER et al., 2006; KOKAI 

et al, 2013). 

Em virtude do seu potencial de diferenciação em múltiplas linhagens, inicialmente, 

pensava-se em seu uso para mediar a reparação tecidual por meio de substituição das células 

danificadas (MAHMOOD et al., 2003). Entretanto, hoje é conhecido que a resposta à lesão 

tecidual se dá pela reparação em função de efeitos parácrinos e imunomoduladores, por meio 

da produção de diversos fatores tróficos, alguns dos quais fornecem base para sua capacidade 

em modular respostas imunes (CHEN et al., 2008; KARP; LENG TEO, 2009; KOKAI et al., 

2013). 

Neste sentido, as CTM não estão envolvidas apenas no processo de reparação e 

homeostase dos tecidos dos quais são isoladas, mas também contribuem para a recuperação e 

a regeneração de outros tipos celulares, pois expressam um grande número de moléculas 

bioativas, como moléculas de adesão (selectinas e integrinas), proteínas de matriz 

extracelular, citocinas e fatores de crescimento (fator de crescimento do hepatócito, fator de 

crescimento epidermal, fator de crescimento do fibroblasto e fator de crescimento semelhante 

à insulina) (TOBITA et al., 2011), os quais são capazes de promover um efeito reparador 

endógeno, antiinflamatório, antiapoptótico, pró-angiogênico, neurotróficos, imunomodulador 

e antifibrótico no processo de reparação tecidual (KEATING, 2012; KOKAI et al., 2013; 

ONG; SUGII, 2013). 

Além de possuírem propriedades imunossupressoras devido a habilidade de suprimir 

a ativação e proliferação de linfócitos T e B, células natural killer (NK) e células dendríticas 

(KEATING, 2012), as CTM não expressam o complexo principal de histocompatibilidade 
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classe II (MHC-II), e expressam pequenas quantidades de classe I (MHC-I), o que permite 

que as células de defesa do organismo, as quais utilizam o MHC para reconhecimento do 

próprio e do não-próprio, falhem ao tentar ativar o sistema imunológico do hospedeiro 

(SALGADO et ai, 2010). 

Assim, as CTM tornaram-se alvo de interesse dos cientistas, tanto em seus aspectos 

básicos, como pelo seu potencial em aplicações terapêuticas (KEATING, 2012). Apesar de 

possuírem a capacidade de se expandir inúmeras vezes em cultura, para sua utilização em 

terapia celular, existe um consenso de que devem ser utilizadas apenas em baixas passagens 

(geralmente considerado até o subcultivo 4 ou 5), devido a indícios da ocorrência de 

alterações cromossômicas, senescência replicativa e perda de função, como resultado de 

cultura prolongada (MIURA et al., 2006; WAGNER et al., 2008). 

As CTM possuem a capacidade de migrar para tecidos lesionados em resposta a 

gradientes quimiotáticos, e muito se tem pesquisado a respeito da mobilização de CTM 

nativas e do homing de CTM exógenas infundidas por diferentes vias, sendo homing, definido 

como a captura das CTM pela vasculatura de um tecido, seguido de sua transmigração através 

do endotélio (KARP et al., 2009). 

As CTM podem ser administradas combinadas à biomateriais, ou isoladas, por vias de 

administração sistêmica, como a intravenosa, intraperitoneal e intraarterial, ou diretamente no 

local de interesse, como a intracardíaca (KARP et al., 2009). A via de administração é uma 

das variáveis importantes que pode definir o sucesso de um transplante de células-tronco por 

interferir diretamente no fornecimento eficiente de células para o local de interesse (ZHAO et 

al., 2012). 

A via sistêmica venosa, por ser a menos invasiva, tem sido a mais utilizada em estudos 

pré-clínicos e clínicos, entretanto, além do desconhecimento da real concentração celular 

necessária para alcançar a área de lesão desejada, estudos tem demonstrado que as CTM após 

administração acumulam-se rapidamente nos pulmões, baço e fígado (KARP et al., 2009; 

ZHAO et al., 2012). Já a administração pela via sistêmica arterial, por ignorar a captação 

inicial pelos pulmões, resulta em maior disponibilidade de células para sítios de isquemia, 

porém, podem conduzir a uma maior probabilidade de oclusões microvasculares (WALCZAK 

et al, 2008; KARP et al, 2009) 
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3.6 CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DERIVADAS DO TECIDO ADIPOSO 

O tecido adiposo apresenta importantes funções no organismo, como fornecer rigidez 

e resistência aos tecidos, manter a homeostase térmica, auxiliar na estática visceral, servir 

como reservatório de energia e funcionar como um órgão endócrino (ZUTTION et al., 2013; 

KOKAI et al., 2013). Distribui-se no organismo como tecido adiposo branco subcutâneo e 

tecido adiposo branco visceral, consistindo em uma população celular heterogênea, chamada 

de Fração Vascular Estromal (FVE), formada por adipócitos maduros, pré-adipócitos, 

fibroblastos, pericitos vasculares, células hematopoiéticas, células endoteliais, células 

musculares lisas e células-tronco mesenquimais (ONG; SUGII, 2013). 

As células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (CTM-TA) foram 

caracterizadas pela primeira vez por Zuk et al. (2001), e referem-se à população de células 

aderentes isoladas da FVE, de morfologia fibroblastoide, e multipotentes, possuindo as 

propriedades tradicionais de CTM isoladas a partir da medula óssea (ONG; SUGII, 2013). 

Nos últimos anos, o interesse no tecido adiposo tem crescido em função de 

importantes vantagens em relação às outras fontes de células-tronco. Em relação à quantidade, 

as CTM-TA estão abundantemente presentes no tecido adiposo, onde constituem 1% das 

células totais, quando comparado com apenas 0,001-0,002% de CTM na medula óssea, 

apresentando, consequentemente, uma taxa de sucesso de isolamento e rendimento muito 

maior (NAGATA et al., 2013). E, além disso, o tecido adiposo se destaca pelo fácil acesso, 

rapidez e segurança de coleta e processamento, possibilitando sua obtenção por meio de 

procedimentos minimamente invasivos, como a liposucção e a lipectomia (YARAK; 

OKAMOTO, 2010). 

Diversos estudos têm apresentado um amplo potencial de diferenciação in vitro das 

CTM-TA em diferentes linhagens celulares. Além de células de mesma origem mesodérmica, 

como condrócitos, osteócitos, adipócitos (ZUK et al. 2001) e miócitos (MIZUMO et al., 

2002), também foi mostrada a diferenciação em neurônios (SAFFORD et al., 2002; 

ASHJIAN et al., 2003), cardiomiócitos (PLANAT-BENAD et al., 2004), células endoteliais 

(MIRANVILLE et al., 2004), hepatócitos (SEO et al., 2005), células epiteliais (BRZOSKA et 

al., 2005) e células pancreáticas endócrinas (TIMPER et al., 2006). 

As células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo indiferenciadas podem 

ser administradas tanto através da circulação sistêmica, ou diretamente no local da lesão, para 

posterior diferenciação in vivo no tipo celular apropriado (ONG; SUGII, 2013). As CTM-TA 
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demonstram capacidade de migrar preferencialmente à sítios de inflamação, devido a 

expressão de alguns receptores de quimiocinas e ligantes específicos, pelo tecido lesionado, 

permitindo o direcionamento em um mecanismo semelhante à migração transendotelial e 

diapedese dos leucócitos (KATZ; MERICLI, 2011). 

Outras propriedades biológicas das CTM-TA para aplicação clínica, além da 

capacidade de diferenciação em múltiplas linhagens e homing para áreas de injúria, incluem a 

secreção de fatores de crescimento, os quais atuam na reparação tecidual por mecanismos 

parácrinos (SALGADO et al., 2010; KAPUR et al., 2013), e o seu potencial imunomodulador, 

o qual promove a reparação por meio de efeitos imunossupressores (McINTOSH et al., 2013). 

Além disso, assim como as CTM de outras fontes, as CTM-TA também não expressam MHC- 

II, o que potencialmente permite o transplante alogênico em pacientes imunocompetentes, 

com o mínimo de reações imunes no hospedeiro (ONG; SUGII, 2013) (Figura 3). 
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Figura 4. Propriedades biológicas e potencial terapêutico das CTM-TA (ASC, do inglês Adipose-derivated Stem 
Cell). Fonte; Adaptado de ONG; SUGII, 2013. 

Em modelos animais, as CTM-TA têm mostrado efeitos positivos em algumas 

aplicações terapêuticas, como, por exemplo, na regeneração após danos nos rins (YANG et 

al., 2013), acidente vascular cerebral (IKEGAME et al., 2011), enfarto do miocárdio 

(GNECCHI et al., 2008), lesão do nervo periférico (MARCONI et al., 2012), lesão da medula 

espinhal (RYU et al., 2009) e esclerose lateral amiotrófica (MARCONI et al., 2013). 
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Outro interesse crescente nas CTM-TA está relacionado ao seu uso para geração de 

células-tronco pluripotentes induzidas (iPS Cells, do inglês Induced Pluripotent Stem Cells) 

(ONG; SUGII, 2013). As iPS são células geneticamente modificadas e reprogramadas, que se 

originam de células somáticas ou de células-tronco somáticas, por meio de mecanismos de 

transfecção celular de fatores que são altamente expressados por células-tronco embrionárias 

(Oct3/4, Sox2, c-Myc e Klf4), gerando exemplares pluripotentes similares à estas 

(TAKAHASHI et al., 2007). Segundo Sugii et al. (2010), a eficiência na reprogramação de 

CTM-TA para produção de iPS, é substancialmente maior do que a descrita a partir de 

fibroblastos de seres humanos e camundongos, devido a secreção intrínseca de um alto nível 

de fatores de auto-renovação pelas CTM-TA. 
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Os macacos-de-cheiro (gênero Saimiri) estão entre os primatas neotropicais mais utilizados 

como modelo biológico, dessa forma objetivamos isolar e caracterizar células-tronco 

mesenquimais derivadas do tecido adiposo de Saimiri sciureus, visando contribuir com 

futuras pesquisas em que se possa utilizá-lo como modelo experimental em medicina 

regenerativa e terapia celular. Foram utilizados dois animais, adultos, machos, pertencentes ao 

Centro Nacional de Primatas - CENP, Ananindeua, Pará, para coleta do tecido adiposo por 

meio de lipectomia. As células foram isoladas por digestão enzimática e cultivadas em 

DMEM:F12 com 20% de SFB, em estufa a 370C, com 5% de C02. Foram avaliadas quanto à 

viabilidade, morfologia, proliferação, plasticidade, imunofenotipagem e estabilidade 

cromossômica por análise citogenética clássica e molecular. Os procedimentos realizados 

permitiram fácil isolamento e expansão das células, mantendo alta viabilidade e padrão 

morfológico ao longo do cultivo, potencial de diferenciação nas linhagens osteogênica, 

adipogênica e condrogênica, imunofenotipagem característica de células-tronco 

mesenquimais e integridade citogenômica até a última passagem analisada (P8). Nossos 

resultados, somados às propriedades terapêuticas das células-tronco mesenquimais, 

demonstram segurança para transplante autólogo em ensaios clínicos utilizando o Saimiri 

sciureus. 
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Introdução 

Células-tronco mesenquimais (CTM) são consideradas uma linhagem de células- 

tronco somáticas, presentes em regiões perivasculares de tecidos adultos, onde são 

responsáveis pela regeneração e manutenção destes [1]. Em virtude de suas propriedades 

biológicas, como, facilidade de isolamento e expansão em cultura, potencial de diferenciação 

em múltiplas linhagens, potencial imunomodulador, capacidade de migração para locais de 

lesão e secreção de uma variedade de moléculas bioativas, as CTM tornaram-se alvo de 

interesse em diversos estudos, tanto em relação a seus aspectos básicos, como em sua 

utilização terapêutica para o tratamento de diversas doenças [2]. 

As CTM já foram isoladas de uma variedade de tecidos, humanos e animais, e o 

crescente interesse no tecido adiposo como fonte de células-tronco, se dá em função de 

importantes vantagens para aplicação clínica, como, maior rendimento e facilidade de colheita 

por procedimentos minimamente invasivos [3]. 

Em modelos animais, as células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo 

(CTM-TA) têm mostrado efeitos positivos em alguns estudos experimentais, aplicados em 

regeneração, por exemplo, após enfarto do miocárdio em camundongos [4], lesão da medula 

espinhal em cães [5], acidente vascular cerebral em camundongos [6], lesão do nervo 

periférico em rato [7] e esclerose lateral amiotrófica em camundongos [8]. 

Porém, para a investigação biomédica, devido a maior proximidade evolutiva com os 

seres humanos, os primatas não humanos são modelos animais mais importantes para o estudo 

de diversas doenças [9], já que a presença de maiores semelhanças em termos de genética, 

anatomia, fisiologia e comportamento, permitem desenhos experimentais longitudinais 

complexos e melhor previsão da resposta ao tratamento em seres humanos [10]. 

Os macacos-de-cheiro (Saimiri sp.) estão entre as espécies de primatas neotropicais 

mais comumente utilizadas como modelo biológico, tendo se destacado nos últimos anos 

como valiosos animais em numerosas áreas biomédicas [9]. Neste sentido, objetivamos isolar 

e caracterizar CTM-TA da espécie Saimiri sciureus, visando contribuir com futuros estudos 

em que se possa utilizá-lo como modelo experimental, em medicina regenerativa e terapia 

celular. 
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Material e métodos 

Animais 

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais (CEUA) do Instituto Evandro Chagas - IEC, Ananindeua, Pará, sob protocolo n0 

031/2013, e pelo Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade (SISBIO) do 

Ministério do Meio Ambiente, sob protocolo n0 42308-1, sendo utilizados dois macacos-de- 

cheiro da espécie Saimiri sciurius, machos, com idade de 10 e 14 anos, pesando em média 

850 g, pertencentes ao Centro Nacional de Primatas - CENP, Ananindeua, Pará. 

Colheita do Tecido Adiposo 

Os animais em jejum prévio, alimentar (6 horas) e hídrico (3 horas), foram 

tranqüilizados quimicamente com 6 mg/kg de anestésico composto da associação de 

cloridrato de tiletamina e cloridrato zolazepam (Zoletil 50), por via intramuscular (IM). Em 

seguida realizou-se tricotomia e anti-sepsia da região abdominal, com subsequente analgesia 

local pelo uso de cloridrato de lidocaína (Xylestesin 2%), para posterior incisão da pele na 

região da linha alba (~ 2 cm) e extração de uma pequena amostra de tecido adiposo 

subcutâneo (~ 0,5 cm2). Após sutura, os animais receberam 2 mg/kg de antiinflamatório e 

analgésico (Ketofen 1%) por via IM, a cada 8 horas durante 3 dias, e curativo local, trocado 

uma vez ao dia. 

As amostras foram acondicionadas em frasco de coleta estéril contendo meio 

composto por Dulbecco's Modified Eagle Médium (DMEM, Gibco, USA) enriquecido com 

10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco, USA), contendo ainda antibiótico e antimicótico (1%), 

e pH balanceado com Bicarbonato de sódio e Hepes (HEPES, Gibco, USA), posteriormente, 

os frascos foram transportados para o Laboratório de Cultura de Tecidos e Citogenética do 

Instituto Evandro Chagas (IEC) refrigerados em caixa isotérmica, para processamento das 

CTM-TA. 

Isolamento 

A digestão enzimática do tecido adiposo transcorreu com base no protocolo descrito 

por Zuk et al. [11]. A amostra foi transferida para um tubo cônico com 2 mL de colagenase 
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tipo IV (Collagenase type IV, 4,5 mg/mL, Gibco, USA) e incubada a 370C por 1 hora. Em 

seguida, para inativação da enzima foram adicionados 5 mL de meio completo, composto pela 

mesma proporção de Dulbecco's Modified Eagle Médium (DMEM, Gibco, USA) e Hanfs 

F12 Nutrient Mixture (F12, Gibco, USA), preparados com 2% de Bicarbonato de sódio à 

2,8% (0,56mg/mL), 1% de Hepes (HEPES, 2,38 mg/mL, Gibco, USA) e 1% de antibiótico- 

antimicótico (Penicilina G sódica lOOUI/mL, Sulfato de estreptomicina 50 pg/mL, Sulfato de 

gentamicina 50 pg/mL e Fungizone 2,5 pl/mL, Gibco, USA), e suplementado com 20% de 

soro fetal bovino (SFB, Gibco, USA), e posteriormente centrifugado por 10 min a 556 g, 

sendo este procedimento repetido mais uma vez. 

O precipitado celular foi ressuspendido em 5 mL de meio completo e mantido em 

frasco de cultivo de 25 cm2 (Sarstedt, USA) em estufa a 370C, com 5% C02. Após 24 horas o 

meio de cultivo foi trocado e o sobrenadante plaqueado novamente, visando aumentar o 

rendimento do número de células isoladas. 

Cultivo 

Para manutenção da cultura, o meio completo (DMEM:F12 com 20% de SFB) foi 

trocado a cada 2-3 dias, e os frascos observados ao invertoscópio (Axiovert 200, Zeiss, 

Alemanha) para avaliação da morfologia e do crescimento da monocamada de células. 

Quando as culturas atingiam cerca de 75-80% de confluência era realizada a passagem (P) 

celular, utilizando-se 1 mL de Tripsina-EDTA (Trypsin-EDTA, Gibco, USA) concentrada em 

Hank's (1,25% tripsina e EDTA 0,02%) para dissociação das células do frasco de cultivo. 

Visando um maior número de células, a fim de contemplar os procedimentos de 

caracterização, além de verificar a capacidade de manutenção das características biológicas 

após descongelamento, as células foram criopreservadas em 90% de soro fetal bovino (SFB, 

Gibco, EU Approved) e 10% de Dimetil Sulfóxido (DMSO anidro, Molecular Probes, USA), 

utilizando dispositivos próprios para congelamento (Mr. Frosty) mantidos por 24 horas à 

temperatura de -80oC. Para descongelamento, cada criotubo foi aquecidos rapidamente em 

banho-maria a 37C0, seguido de diluição do conteúdo em 15 mL de meio completo, com troca 

após 24 horas, mediante aderência celular, para eliminação do DMSO. 

A viabilidade celular foi verificada a cada passagem por meio do teste de exclusão 

pelo corante azul de Tripan, preparando-se uma mistura contendo 20pl da suspensão celular e 

20pl da solução de azul de Tripan 0,4% (Sigma, USA) para contagem das células utilizando- 

se câmara de Neubauer. 
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Curva de crescimento 

Para determinação da proliferação celular, células em cultivo (P4) foram transferidas 

para placa de 12 poços (Cell Wells, USA), a uma densidade de lOxlO3 células/poço, e 

cultivadas em meio completo a 370C, com 5% C02. A cada dois dias, as células de cada poço 

foram quantificadas em câmara de Neubauer e ao final de 20 dias a curva de crescimento foi 

representada graficamente. O tempo de duplicação da população (PDT - Population Doubling 

Time) foi calculado com base na curva de crescimento gerada, de acordo com a equação 

PDT= tempo de cultura (TC) / NDP como previamente descrito [12]. Sendo que o número de 

duplicação da população (NDP) foi calculado de acordo com a fórmula NDP= log N / NO x 

3,31, no qual, N é o número de células no final do período de cultura e NO o número de 

células no início da cultura. 

Diferenciação Osteogênica 

Para diferenciação osteogênica, uma densidade de 5x103 células/poço (P8) foi 

cultivada em placa de 24 poços por 48 horas. Após este período o meio completo foi 

substituído pelo meio de indução de diferenciação osteogênica (STEMPRO Osteogenesis 

Differentiation Kit, Gibco, USA), trocado a cada 2 dias durante 14 dias, seguindo 

recomendações do fabricante, e mantendo-se no controle negativo o meio completo. O 

potencial de diferenciação osteogênica foi avaliado pela coloração com solução de Alizarin 

Red S 2% por 5 min, após fixação com paraformoldeído 4% por 20 min à temperatura 

ambiente. 

Diferenciação Adipogênica 

Para diferenciação adipogênica, uma densidade de lOxlO3 células/poço (P8) foi 

cultivada em placa de 24 poços por 48 horas. Após este período o meio completo foi 

substituído pelo meio de indução de diferenciação adipogênica (STEMPRO Adipogenesis 

Differentiation Kit, Gibco, USA), trocado a cada 2 dias durante 14 dias, seguindo 

recomendações do fabricante, e mantendo-se no controle negativo o meio completo. O 

potencial de diferenciação adipogênica foi avaliado pela coloração com solução de Oil Red O 

1,25% por 5 min, após fixação com paraformoldeído 4% por 1 hora à temperatura ambiente. 
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Diferenciação Condrogênica 

Para diferenciação condrogênica, 5,7xl07 células (P8) sob alta densidade celular 

(micromassa) foram transferidas para placa de 24 poços, mantida em estufa a 370C com 5% 

de C02 por 3 horas. Após este período foi adicionado o meio de indução de diferenciação 

condrogênica (STEMPRO Chondrogenesis Differentiation Kit, Gibco, USA), trocado a cada 

2 dias durante 21 dias, seguindo recomendações do fabricante, e mantendo-se no controle 

negativo o meio completo. O potencial de diferenciação condrogênica foi avaliado pela 

coloração com solução de Alcian Blue 1% por 5 min, após fixação com paraformoldeído 

(PFA) 4% por 20 min à temperatura ambiente. 

Imunocitoquímica 

Células em P8 foram transferidas para chamber slides (Lab-Tek, USA) e mantidas em 

cultivo por 24 horas para aderência celular. Foi feita fixação com paraformoldeído 4% por 15 

min à temperatura ambiente, bloqueio da peroxidase endógena com peróxido de hidrogênio 

(H2O2) a 3% por 5 min e bloqueio de proteínas inespecíficas com 10% de Albumina Sérica 

Bovina (BSA) em PBS por 30 min, sendo cada etapa intercalada por uma lavagem em PBS 

por 5 min. Em seguida, as células foram incubadas ovemight com anticorpos primários de 

rato anti-humano diluídos em PBS (anti-CD105 - 1:100, anti-CD90 - 1:100, anti-CD73 - 1:50, 

anti-CD34 - 1:50 e anti-CD79 - 1:100) (ABCAM, USA) em ambiente úmido. 

Para detecção foi utilizado kit comercial (FSAB 2 System HRP kit, DAKO, USA), 

sendo o tempo de incubação de 30 min para cada reagente, intercaladas com duas lavagens 

em PBS por 5 min, e as reações reveladas com solução de substrato cromogênico (DAB, 3,3'- 

diaminobenzidina) por 1 min. As lâminas foram analisadas em microscópio de luz e as 

imagens capturadas utilizando-se o programa FAS V4.4 (Feica, Alemanha). 

Cariotipagem 

Foram utilizadas culturas nas passagens P4, P6 e P8 para obtenção de metáfases, 

incubando-se com colchicina 0,016% (KaryoMax Colcemid, Gibco, USA) (lOOpl para cada 5 

mF de meio) a 370C por 1 hora, após verificação de um bom número de divisões mitóticas. As 

células foram colhidas de acordo com procedimento padrão de dissociação e tratadas com 5 
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mL de solução hipotônica 0,075M (KC1) em estufa a 370C por 10 min, e feita fixação com 

Solução Carnoy 3:1 (metanol:ácido acético). 

Para bandeamento G, lâminas contendo material foram mantidas em estufa a 370C 

durante 4 a 10 dias. Depois desse período foram incubadas em 2xSSC a 450C por 2 min, 

lavadas em água corrente e coradas com solução Wright diluído em tampão fosfato p.H 6.8 

(10%) por 2,5 min. 

As lâminas foram analisadas em microscópio óptico Leica Dm-1000, em objetiva de 

lOOx e ocular lOx de aumento, e as melhores metáfases (-30 de cada passagem) capturadas 

utilizando-se a plataforma GenAsis (Applied Spectral Imaging - ASI), também utilizada para 

montagem do cariótipo, seguindo o padrão de bandas G, onde os cromossomos foram 

ordenados segundo o seu tamanho e a posição dos centrômeros [13]. 

FISH (Fluorescent in Situ Hibridization) 

A pintura cromossômica foi realizada com a utilização de sondas cromossômicas 

humanas (1-22 e X) desenvolvidas por citometria de fluxo no Cambridge Resource Centre for 

Comparative Genomics (Cambridge, United Kingdom). As sondas foram marcadas por DOP- 

PCR com a utilização de fluoresceína, biotina e digoxigenina. As sondas marcadas por biotina 

foram detectadas por avidina-CY3 ou avidina CY5, e as sondas marcadas por digoxigenina 

foram detectadas por anti-digoxigenina-rodamina (Roche, USA). Foram utilizadas metáfases 

de CTM-TA de Saimiri sciureus em P8 previamente obtidas, e os protocolos de hibridização 

in situ e detecção, realizados como anteriormente descrito [14]. As lâminas foram analisadas 

em microscópio de fluorescência (Zeiss Imager2), em objetiva de 63x e ocular lOx, e as 

imagens capturadas por meio do programa AxioVision Rei. 4.8.2 (Zeiss, Alemanha). 

Resultados 

Após as primeiras 24 horas de cultivo, foi observada a presença de poucas células 

aderidas à superfície plástica do frasco, as quais obtiveram confluência (>95%) com 8 dias de 

cultivo, consistindo em uma população heterogênea de células. 

Com as trocas de meio sendo realizadas a cada dois dias, após a segunda passagem as 

CTM-TA de Saimiri sciureus propagaram-se rapidamente como uma população homogênea 

com morfologia fibroblastoide, a qual se manteve ao longo das passagens analisadas (Pl-8). 
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Foi observado que o cultivo sob alta confluência celular ocasionava a ocorrência de alterações 

morfológicas e diminuição da capacidade proliferativa ao longo das passagens, o que nos 

levou a optarmos pela realização do subcultivo em confluência de 75-80% durante a 

realização deste estudo (Fig. 1). 

•Ws 
A 

£ i t 

r ^ - 
11 v V\/ 7 

I \ m ^ m SS-; >3% 
*>) llJf 

k. lOOjiim lOOjim 

c 

7 ' 

% V I . / 

"T'»A■ > v\\ ^, v,\ 
i S . -A " - , A' —— w \ ' - ~*-v 

■ 
_V7 

Vfii •^.ÍA 

1 > Ai., K. 
BSwTC^éihb 

Ktl . i m M£ 
- m í . 

CAL- Í^"#V'i c Ok. ^.V •vS 

-7^. •. 
. • - 

• V7 
!>Ç^^3ãSKi 

100p.m lOOp-in 

/■ 
if I .y 

^; l .; 11 - :l v\, 
vT-V^Vy-"' 

7' 
li : SOum luuum 

■ 
FIG. 1. Fotomicrografia da cultura de CTM-TA de S. sciureus demonstrando morfologia típica de CTM. (A) 

Células em P0 com quatro dias de cultivo após isolamento. (B) Confluência celular após 8 dias de isolamento. 

(C) População celular com morfologia heterogênea em PI. (D) e (E) Cultivo em P4 e P8, respectivamente, 

mostrando manutenção da morfologia fibroblastóide e divisões mitóticas (setas). (F) Células pavimentosas com 

citoplasma abundante, ocasionalmente encontradas após formação de conflúencia exarcebada. Barra de escala; 

100 pm e 50 pm. 
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A viabilidade celular das CTM-TA de S. sciureus, verificada por meio do teste de 

exclusão pelo corante azul de Tripan, mostrou valor mínimo de 73% (P8) e máximo de 94% 

(P4), mantendo média acima de 80% de viabilidade entre as passagens analisadas (Fig. 2). A 

curva de crescimento das CTM-TA de S. sciureus seguiu o padrão típico sigmoidal, tornando 

possível observar a fase de adaptação (lag) entre os dias 2-4, fase de crescimento exponencial 

(log) entre os dias 4-10, fase estacionária (platô) entre os dias 10-14 e declínio do crescimento 

celular entre os dias 14-20 (Fig. 3). O tempo de duplicação da população, calculado com base 

na curva de crescimento gerada até o décimo dia, foi de 54,06 ± 2,26 horas. 
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FIG. 2. Viabilidade de CTM-TA de S. sciureus avaliada pelo teste azul de 
Tripan em diferentes passagens. 
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FIG. 3. Curva de crescimento de CTM-TA de S. sciureus quantificadas a 

cada 48 horas durante 20 dias, podendo-se observar a fase lag (2-4), fase 

log (4-10), fase platô (10-14) e declínio celular (14-20). 
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As CTM-TA de S. sciureus foram analisadas quanto ao potencial de diferenciação 

osteogênico, adipogênico e condrogênico. 

Após 14 dias de incubação em meio de indução osteogênica, foram observadas 

mudanças na morfologia das CTM-TA e produção de matriz de cálcio extracelular 

identificada em vermelho pela coloração Alizarin Red (Fig. 4 A). Após incubação em meio 

adipogênico, as CTM-TA tornaram-se arredondadas, e ao longo de 14 dias foi possível 

observar um aumento gradual da presença de gotículas lipídicas intracitoplasmáticas, 

observáveis em microscopia de luz, as quais posteriormente se agregavam formando pequenas 

gotas evidenciadas pela coloração Oil Red O (Fig. 4 B). Na diferenciação condrogênica, 

realizada em sistema de cultura em micromassa, após 21 dias de indução as células formaram 

um botão visível bem definido, então corado em azul pela coloração Alcian Blue, devido sua 

sensibilidade na detecção de proteoglicanos (Fig. 4 C). 
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FIG. 4. Diferenciação celular de CTM-TA de S. sciureus em P8. (A) Osteogênica, demonstrando matriz de 

cálcio extracelular pela coloração Alizarin Red. (B) Adipogênica, demonstrando gotículas lipídicas pela 

coloração Oil Red O. (C) Condrogênica, demonstrando proteoglicanos corados em azul pelo Alcian Blue. Barra 

de escala; 100 pm e 50 pm. 
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Quanto à caracterização imunocitoquímica, as CTM-TA de S. sciureus apresentaram 

imunomarcação positiva para os marcadores de superfície de células-tronco mesenquimais 

CD 105, CD90 e CD73 observada pela coloração acastanhada, e ausência de marcação para os 

CD34 e CD79, marcadores de células hematopoiéticas (Fig. 5). 
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Fig. 5. Caracterização imunocitoquímica de CTM-TA de S. sciureus em P8, podendo-se observar células com 

morfologia fibroblastoide com imunomarcação positiva para CD105, CD90 e CD73 e negativa para CD34 e 

CD79. Barra de escala; 200 pm. 
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As análises citogenéticas das CTM-TA de S. sciureus mostraram a manutenção do 

número diploide de 44 cromossomos, constituído por 14 pares de cromossomos de dois 

braços e 7 autossomos acrocêntricos (Fig. 6). A análise por bandeamento G permitiu observar 

que o padrão morfológico dos cromossomos foi mantido ao longo das passagens analisadas. 

Além disso, considerando que a morfologia cromossômica é utilizada na citotaxonomia do 

gênero Saimiri, a presença de 7 pares de autossomos acrôcentricos confirma a classificação 

dos animais na subespécie Saimiri sciureus sciureus, segundo Hershokovitz [15]. 

Adicionalmente, a aplicação de sondas cromossomo-específicas humanas comprovou 

a integridade citogenômica nas células analisadas, mostrando que não ocorreu nenhum tipo de 

rearranjo complexo, que porventura não tivesse sido detectado pelo bandeamento G, como 

inversões paracêntricas cripticas ou translocação de pequenos segmentos. Os resultados da 

pintura cromossômica em cromossomos metafásicos de CTM-TA de S. sciureus, estão 

resumidos na fig. 7 e exemplificados na fig. 8. 
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FIG. 6. Cariótipo banda G de CTM-TA de S. s. sciureus; metáfases (esquerda) e cariótipos das passagens 4 (A), 
6 (B) e 8 (C). mostrando 2n= 44 cromossomos (:'). 
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Discussão 

Os macacos-de-cheiro estão entre as espécies de primatas neotropicais mais 

comumente utilizadas na pesquisa biomédica, e visto que, CTM derivadas de primatas não 

humanos podem se tornar ferramenta valiosa para investigação pré-clinica em estudos 

envolvendo terapia celular [16], nossa pesquisa visou contribuir com futuros estudos em que 

possa se utilizar o Saimiri sciureus como modelo experimental em medicina regenerativa e 

terapia celular. 

As células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (CTM-TA) de humanos 

foram caracterizadas, pela primeira vez, por Zuk et al. [11], a partir de amostras provenientes 

de lipoaspiração cirúrgica estética, desde então, a literatura científica tem destacado a 

crescente utilização de CTM-TA, para possíveis aplicações clínicas, em função da maior taxa 

de sucesso de isolamento e rendimento em relação à medula óssea, e da facilidade de coleta, 

com mínimo de desconforto para o paciente [3]. 

Em nosso estudo, a contenção química e a anestesia local foram suficientes para 

realização da coleta por meio de lipectomia. Mesmo com baixo armazenamento de tecido 

adiposo subcutâneo, característica inerente à espécie S. sciureus, foi possível a coleta de uma 

quantidade razoável de tecido, que, com os métodos empregados para isolamento e cultivo foi 

satisfatória para obtenção e expansão de CTM-TA em quantidade suficiente para a realização 

deste estudo e ainda para criopreservação visando futuras utilizações. 

Após a primeira passagem, as células propagaram-se rapidamente constituindo uma 

população homogênea com morfologia alongada semelhante a fibroblasto, a qual é 

consistente com CTM-TA de humanos [11] e de demais animais já estudados, como ratos [17, 

18], camundongos [19], coelhos [20, 21], cães [22], ovinos [23], porcos [24, 25], eqüinos 

[26], e primatas não humanos como rhesus [27, 28]. 

O cultivo das CTM-TA de S. sciureus em meio DMEM:F12 com 20% de SFB, a 370C 

com 5% C02, submetidas à repique com 75-80% de confluência, permitiu a observação da 

sua capacidade de crescimento e expansão in vitro, manutenção da morfologia fibroblastoide 

até a última passagem analisada (P8), viabilidade celular média acima de 80% ao longo do 

cultivo, curva de crescimento com padrão típico de CTM e tempo de dobramento 

populacional de 54,06 horas, consistente com o obtido em CTM-TA de outros modelos 

animais [29]. 

Nossos dados demonstram a manutenção das características das CTM-TA de S. 

sciureus após processo de criopreservação, e estão de acordo com os resultados em CTM-TA 
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de humanos [30] e de modelos animais [29], onde foram mostrados a manutenção das 

características biológicas mesmo após longos períodos de congelamento. Esse fator, somado 

às propriedades imunológicas das CTM-TA, possibilitam o uso de células de fontes 

alogênicas para aplicação terapêutica, as quais podem ser mantidas criopreservadas até sua 

utilização [31]. 

Os critérios mínimos para caracterização de CTM humanas, de acordo com a 

Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT), incluem adesão ao plástico, diferenciação 

in vitro em três linhagens celulares diferentes e expressão de marcadores de superfície celular 

CD 105, CD73 e CD90 e ausência de marcadores hematopoiéticos CD45, CD34, CD 14 ou 

CD11, CD19 ou CD79 e moléculas de superfície HLA-DR [32]. 

As CTM-TA de S. sciureus mostraram potencial de diferenciação in vitro nas 

linhagens osteogênica, adipogênica e condrogênica, após cultivo em meios de indução 

específicos, o que confirma o sucesso no isolamento de CTM a partir de amostra de tecido 

adiposo, de acordo com CTM-TA humanas [11]. 

Um dos grandes desafios para os diversos grupos de pesquisa tem sido a ausência de 

marcadores específicos de CTM para caracterização imunofenotípica [1], o que dificulta a 

comparação entre resultados e retarda o progresso nesse campo [29]. Somado a isso, há 

também uma grande dificuldade em estudos envolvendo modelos animais e em medicina 

veterinária, devido à baixa disponibilidade de anticorpos monoclonais específicos de espécies 

animais [33]. Em nosso estudo, as CTM-TA de S. sciureus apresentaram imunomarcação 

positiva para CD105, CD90 e CD73 e negativa para CD34 e CD79, de acordo com o 

preconizado pela ISCT, devendo-se ressaltar que a metodologia utilizada, baseada em 

avaliação qualitativa, considera a necessidade de uma avaliação mais acurada, quantitativa, 

como a citometria de fluxo. 

Nossos resultados corroboram com estudos envolvendo CTM de primatas não 

humanos do Velho Mundo, isoladas da medula óssea em babuínos [34, 35], rhesus [36, 37] e 

macacos-cinomolgo [16, 38], e de tecido adiposo em rhesus [27, 28], os quais mostraram que 

estas possuem potencial de diferenciação em multilinhagens, e são fenotipica e 

funcionalmente semelhantes as suas homólogas humanas. 

Para utilização em terapia celular, existe um consenso de que CTM devem ser 

utilizadas apenas em baixas passagens, devido indício de episódios de senescência replicativa, 

perda de função e modificações cromossômicas, como resultado de cultura prolongada [39, 

40]. Em contra partida, para aplicação terapêutica é imprescindível à obtenção de um grande 

número células, tornando a expansão in vitro necessária [41]. 
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As células-tronco, além do potencial de diferenciação em uma variedade de tipos 

celulares, são definidas por uma capacidade de auto-renovação [2]. No entanto, as CTM 

apresentam certo grau de dificuldade no estabelecimento de culturas, pois o que ocorre no 

processo de auto-renovação, não é a geração de células idênticas à mãe, e sim, células com 

diferentes capacidade proliferativa, devido a perda progressiva do telômero a cada divisão 

celular, por perda da expressão da enzima telomerase, o que pode, por sua vez, conduzir à 

senescência replicativa [41]. 

Wagner et al. [40] demonstraram em CTM humanas diversas alterações associadas à 

senescência celular, observadas em passagens mais tardias (entre P7 e PI2), como, 

anormalidades morfológicas, diminuição da proliferação, alterações na expressão de 

marcadores específicos e no potencial de diferenciação em multilinhagens, o que não foi 

observado nas CTM-TA de S. sciureus até a oitava passagem, apesar, também, da idade 

avançada dos animais utilizados (10 e 14 anos), visto que células de animais senis apresentam 

um declínio da adesão e proliferação celular [42]. 

Outra questão mais atual e intrigante dos pesquisadores é se o suposto potencial de 

divisão das células-tronco, cultivadas por um determinado período de tempo, poderia levar ao 

acúmulo de alterações genéticas e epigenéticas, resultando em processo neoplásico [41]. 

Considerando que um dos principais indicadores de instabilidade genômica é a 

ocorrência de alterações cromossômicas, em nosso estudo, foi utilizado para avaliação 

cariotípica, além da análise citogenética clássica, o método de pintura cromossômica 

utilizando-se sondas humanas, como uma ferramenta para a detecção de possíveis rearranjos 

cromossômicos estruturais, de difícil detecção por bandeamento. Os dados obtidos 

confirmaram que os grupos sintênicos observados nas células analisadas correspondiam ao 

mapeamento cromossômico dessa espécie descrito por Stanyon et al. [15], mesmo nas 

passagens mais elevadas, comprovando sua integridade cariotípica. 

CTM-TA de S. sciureus mantiveram cariótipo normal (44, XY) estável ao longo das 

passagens analisadas, demonstrando a viabilidade na sua utilização, até a oitava passagem, 

para a eficácia terapêutica em estudos futuros. Em CTM da medula óssea de macaco- 

cinomolgo, também foi demonstrado cariótipo normal, sem aberrações numéricas ou 

estruturais clonais, até a passagem 11 [38]. 

Izadpanah et al. [43], estudando o efeito da expansão in vitro na biologia de CTM, 

compararam culturas derivadas da medula óssea e do tecido adiposo de humanos e de 

macacos rhesus, e encontraram alterações citogenéticas somente em células derivadas de 

macacos a partir da passagem 20, mas não em células humanas, estando de acordo com 
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Bernardo et al. [44], que demonstraram por análise citogenética e array-CGH (array- 

Comparative Genomic Hybridization, array-CGH) a inexistência de alterações cromossômicas 

em CTM humanas até a passagem 25. Entretanto, a estabilidade cariotípica em CTM ainda 

gera controvérsia mediante a publicação de diversos estudos evidenciando a ocorrência de 

alterações genéticas e alta susceptibilidade à transformação maligna quando infundidas em 

camundongos [39, 45]. 

A cariotipagem das CTM-TA de S. sciureus também permitiu a identificação dos 

animais como pertencentes à subespécie Saimiri sciureus sciureus, de acordo com 

Hershokovitz [15], por meio da análise da morfologia cromossômica. Segundo Ward e 

Vallender [9], a não compreensão concreta acerca da filogenia do gênero Saimiri e a 

existência de variabilidade genética entre as populações, têm sido a principal dificuldade em 

sua utilização na pesquisa científica, tendo se tomado comum na literatura, a não identificação 

ou má identificação de espécies e subespécies de macacos-de-cheiro, por negligencia da 

comunidade biomédica onde são valiosos modelos. 

Conclusão 

Os procedimentos adotados permitiram fácil isolamento e expansão de células-tronco 

mesenquimais derivadas do tecido adiposo de Saimiri sciureus, mantendo alta viabilidade e 

padrão morfológico ao longo do cultivo (PI-8), plasticidade e imunofenotipagem 

características de CTM e integridade citogenômica até a última passagem analisada (P8). 

Essas características, somadas às propriedades terapêuticas das CTM, demonstram segurança 

para transplante autólogo em ensaios clínicos, em que possam se utilizar esta espécie como 

modelo biológico na pesquisa biomédica. 
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ri r H CJÉC- ri B pBri ri fa hj B** LlhdDd-ÜE* DE* LL+llaCFIvd-Çd-C1, C- p-Briifab Jrik*lklx riBB J Jfalk-dPJL Jk-riBHri*J k k* 11 k U F J J ri F^bl Dl Jk-ri J faPbJriBJ riB Cü hf F! MC-F! 
d-b Dd-T d-^ riJri BI-p-Brililif-Bri, Jri riBPri^AH p-J D FBJ t J [Jk- ri J ri lU-blJri BriB faá* riJ blN-BrilBIfaD riJ faPbJriB. 

r.ü FriF nn&Jú LH LÚL L1 H-ii-L' |1 F r.jiJiavikUiV 
1 LbJPB Liifriri FbhBbk- F-^-B^FJrihJPriJ *mt41 içaiim brjdlBbj 

1- h:b*j ^jrriBril-ümj^rij^bij F4BdfabJrik*J >M-.-dl.J-jrj-|> >«-■ >> V ÜaF-iF" brjJ-Aj 
J Mjdj riB F'jdHi Lb*j dB d-ri ri h p-BBd fa h J ri ■:* J ifjJil.TmyJm brjdBbj ■ d-pj Rhj dB Lbu E-BBdfabJrik*J JWWJ-iliií-ip- brjJB^j 

Locaü oaA ^ atunacbf Oo «anpo ÍO ão 
P PUilEtlD ur Dami^xi do Icnl r cio 
i d-hd-HlhCCLd- F-d- lbpie- hjil:*jl riBF-rbuud -d-pjHpdBbaF-d- Fk*J riBÜL FBriBTJ 1 

Eí* [fturmta IJjíolt^k] [na alh-dsba am inahdxJa nri 'aj ■oi mm tocn na Miu^ao P-taimdh-a □■'5J-I33nr. .iJik-üi do □aJtpi 
da aiirriE^ao abaou. ijj :-*3 lh i □ dad k [■ czJ ■ ã ha H lx a aiiadmlnb ou imiimtiib dada diaaTario. pa mndi [d(]ra di "SatailOrE-n ra 
hbiral |» v- j-iilid{]n* JaIdj. 

Cotigo de aü: erii cação: G352í;9ii5 
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PIri=r l&k-. üoMrlo finbier* ■ MFJIA 
t^EkiioCha^Msrdefde Oavciua^úda ilaiiieretincie- ICMBIo 
TMmttm da .aJjainr^M□ ■ hiarm^a mn C-Dds-HXlsjH -trM-n 

A:jtcrização fjara atividades com finalidade científica 

Hünpm . d^DE -1 ííj+j da can! odia: üQ.U !i 14 V £E [^ria^va AmiliJauar^ SIAE/UIF 
□ ■ mídi awn o ail .33 üa TA 13^43][Q. nta MlairMjMa ■■n □■xm íM s-aUxIa mjwíj 

ttmm íMHUmjt k i viihdxJa aiiairTwita mKivria a ^aa vibçKi da id^Liia di alPixJKha 
i czndi da data do ■mxiiiD da mu a mm . 

ida ao [iBhTdD no □on^im-na íM ahhTjatma di [iqda. 
as am-tadapa íthd da xidin na pa jo Eb ^ÚZ] da a 

nxlo; ;lo Í^B: 
P-kana.Ljihm Panda C-iam CFT . la^-juao na-u 

r^iiodiPiD^D. Cdhmia. im^mrwib a dimarom^Hi da DM da a-l ■ tana nwipam ■ adabnlDXÉpiaaib tarrai miaua 

r-kana da hdriuçn . i_r4MJ^ D.irt F ZIXFJL D." ■J,l"XÜr-l L". OTPJ.DS JHS nmi 

n .■Jmtaib rã?jna 
• Ll-LhJ■ TJP^-L-W riri-JHL-aod üL-k-rikJri *:■ da íjtèí^kmri 

í.trik. m€tnoí 
i ll-FK-rilOri M^kJri f' rV-U 1J d FD|Hrifh:- «ri IKbL-lk-q Jl- 

J- Mri-t-d ■:■ d rf- ■: j p-a rj k: l4h j i FtVh j u ri | Ch i rL-ri FwiL-riL-ri iri-rijp-arjUii-lHajphjLri ri ri-■: j ■ hri4 e-, p-ri-nri-Puri-piriri jd- C# vu-hj£bf Jlriri- Ft^i juri - 
tPJPbriMJf-tl 

J l-IriV-riL- riri-HJ-kJi:JL-lFTblJUri| Triaj^aH ifrul 

tefVio (Jo ma é i ^ Ib b^g bc cole tido 
d hkriw- kjb.1! iVvrirú T^aj Li^dú 
" IPriÉhE- ChJPriE- llhJri 

dunwiki | .■jJ ca ir m^m- [taa alniJmba san ■naUmJa nd'a j tal ■■{■■Adi mm boa na hdni^ao r-knmdh-a nB|3'43DDr. .■Jimiiiia do oUq] 
cb aiivricm^i abapu. pjafe^LHi □Ebdxi [iez^hü ■■-■ a aiivriiodaib ou iqjiiaiKlaib dada diorarriD pa rruB da [d(]na di Tataim-E-n na 
hbml |»> j-iilin{]n1 iaImdidj. 

I pa^ií^ã" "j 
Cüdgü de aJeriicação: 835^2545 
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Mrü B-lo doMclo- MUA 
hfEkibCha^Msrdefde OavEiuo^oca iloiiier^tinS:- CMLüo 
TMmttm da .■jinu^aa ■ h1 arru^i□ wn E-ndHVKJxJa - j-fj-C n 

Autorizaçãú para atividadss comfinalidada científica 

Humpm :^DE-i Lmb -Ji Bn! odia: üd.U i^Q 14 V £E ■^abnva FbuiiliJacar^ CIASmie 
" □■ miita crm □ ail .99 Ela TÀ '5^31 CD. nti Mlairm^aa lan piarn Eb vaMmim ■] 
maaibh-Hã k i vi-ahdxJa viLcdiTwib mA Aa a ^ia vibçKi do ibbLiio cb alniJ 
a Britai da ibb do vin-Húm da mia biiuuj . 

la-Arla ao [iBhTrio no □oraria 
adaa a k a mu do p a irmodo^i 

ma Eb ahhilmba ib [iqba, 
bin na piaxo Eb búS] i±aa 

nadoc do Bti&r 
P-kanB.lijiKa Panda Cnam CFT . iari.jzDD na-u 

r^iiDEbPio^D. Qdhmria. imJmrwita b EbmBnm^mi dB oM Aa-liEm m BHlIjaiTIB adBbnriomlpiaBiib T-arrai aaiiBiia 

P-kan b Eb tab ri u i^kb . ■ J-l D .Tt F trtP."L F?J=! AL DA .■ Ai>XÜ P-l L" CPJ PJ.na JD □□■ D DD' -0" 

 Regs^m de cojeta iirrireiJiáta de material bioloHieo  
üe acodc ccin a MoimaUia ^iSi^IET, □ co^ví iaipreut^ de malê [til tor^nc oi de fiixtízti j^c 
ccilemptadc u aitrtzBgác ci ia lloe pemaiehb deuei£ ieraiotacti ia inefna, em canpc efpecttlcc, por 
ccsScdacoiet.deiie tdc efticcleQ mpreuSftaferccin ulcacti por me d do e Èftft de atblctidef. ü tia4fpcrfe do 
mat lei blcUgico o; do fcbfluft oeueiâ ;er sccmpathadc da afbrta^âo oi da Ice^ pe naíette com a Jeuüa 
aicta-^. O m at i Ei! Pbd^loc cole lado de t tn a Inpreu rta. oe ue ú fe roe flt ado ^ IiíUi Ção ofí iHüoa e, depof íl=dc, 
p» treio^meit .em coleto obOgloaot itttlca reçjlftoda LoCadaftc Naoloialde Coleçãef S PEgbs rpCSIC). 

riMai" □ UB. r^n dB armb a □ Ub. □ata 

Unhhn □ K^iiiExna rn nKvl b^inlrm panK^ . 

EA ctxunwib [na alnijsba aan imUsja rmri ■ 
cb BiimiKmzm abarji. admiwi pb!hü vu Hes a aii Ai 
hbml | & &xjiIiu.;im ilIKbioj. 

Oõdgo de aJerticaçao: 6352294S 

i.i tai raiada mm bm rc 
EbibDui^LÉiiAEbdAa 

■ naiu^iD r-taimaFi-a nBi3Mjaiyr. JAimia do anui 
tkioMrmria.pa randi [c^jni ita "SatmilOi-E-n na 

Pãjia 33 


