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RESUMO

Estudos com células-tronco mesenquimais (CTMs) estdo em crescente avango,
baseando-se em evidéncias das suas propriedades imunomodulatérias, anti-
inflamatorias e de regeneracédo dos tecidos. Porém, ainda ndo ha consenso
sobre qual a melhor fonte de obtengcdo das CTMs de equinos. O objetivo deste
estudo foi avaliar o cultivo, a caracterizagdo imunofenotipica e o potencial de
diferenciacdo de CTMs provenientes da medula 6ssea (CTM-MO), tecido
adiposo (CTM-TA) e cordao umbilical (CTM-CU) de equinos, a fim de se definir
qual € a melhor fonte para compor um banco de células visando a terapia
alogénica. As CTM-MO, CTM-TA e CTM-CU foram cultivadas in vitro e
avaliadas quanto aos marcadores CD105, CD44, CD34, CD90 e MHC-II
através da citometria de fluxo, e o MHC-II também pelo método de
imunocitoquimica, Adicionalmente, as CTMs foram avaliadas in vitro quanto ao
potencial de diferenciagdo osteogénica, adipogénica e condrogénica. A coleta e
cultivo das CTM-MO, CTM-TA e CTM-CU se mostraram viaveis, e foram
capazes de se diferenciar em linhagem osteogénica, adipogénica e
condrogénica. As CTMs revelaram elevada expressao dos marcadores CD105,
CD44 e CD90 e baixa ou auséncia de expressdo dos marcadores MHC-Il e
CD34. O MHC-Il ndo foi expressado pela técnica de imunocitoquimica em
nenhuma das CTMs estudadas. A MO, TA e CU sao fontes viaveis para
obtencdo de CTMs de equinos, sendo confirmada as caracteristicas
imunofenotipicas e de multipotencialidade. No entanto, as CTM-MO e CTM-TA
apresentaram melhor caracterizagdo imunofenotipica, in vitro, quando

comparadas com as CTM-CU.

Palavras-chave: terapia celular alogénica; equinos; células-tronco

mesenquimais; medula 6ssea; tecido adiposo; corddo umbilical
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ABSTRACT

Studies with mesenchymal stem cells (MSCs) are increasing due to their
immunomodulatory and anti-inflammatory properties, and tissue regeneration.
However, there is still no agreement about the best source of equine MSCs.
The aim of this study was to evaluate cell culture, immunophenotypic
characterization and potential of differentiation of equine MSCs from bone
marrow (BM-MSC), adipose tissue (AT-MSC) and umbilical cord (UC-MSC), in
order to define which is the best source for a cell bank aiming allogeneic
therapy. The BM-MSC, AT-MSC and UC-MSC were cultured in vitro and
assessed for CD105, CD44, CD34, CD90 and MHC-II markers by flow
cytometry, and MHC-II also by immunocytochemistry. Additionally, MSCs were
evaluated in vitro for osteogenic, adipogenic and chondrogenic potential. The
harvest procedure and cell culture of BM-MSC, AT-MSC and UC-MSC were
feasible and the MSCs were able to differentiate into osteogenic, adipogenic
and chondrogenic lineages. MSCs showed high expression for CD105, CD44
and CD90 and low or negative expression for CD34 and MHC-II. The MHC-II
was not expressed by immunocytochemistry technique in any of the MSCs
studied. The BM, AT and UC are feasible sources for harvesting equine MSCs,
and their immunophenotypic and multipotentiality characteristics were
confirmed. However, BM-MSC and AT-MSC showed better in vitro

immunophenotypic characterization when compared to UC-MSC.

Key words: allogeneic cell therapy, equine, mesenchymal stem cells, bone

marrow, adipose tissue, umbilical cord



CAPITULO 1

INTRODUGAO

O Brasil possui o terceiro maior rebanho de equinos do mundo, gerando
3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos, e o agronegocio relacionado com
a espécie equina resulta em um faturamento anual de R$ 7,3 bilhdes
(GUERRA; MEDEIROS, 2006). Pesquisas envolvendo novas modalidades de
terapia para esses animais, como as pesquisas com ceélulas-tronco
mesenquimais (CTMs), estdo em crescente avango na ultima década (SMITH
et al., 2003; KOERNER et al., 2006; ALVES et al.,2009; DE SCHAUWER et al.,
2010; BURK et al., 2013a) sendo estudados o potencial de diferenciagao e
caracterizagao das células-tronco mesenquimais, e sua possivel aplicacdo
terapéutica em enfermidades neurologicas (MAIA et al.,, 2012),
musculoesqueléticas (GUTIERREZ-NIBEYRO, 2011), dentre outras em
equinos.

Diversas fontes estdo sendo estudadas para obtencdo das CTMs, tendo
como objetivo alternativas que fornegcam grande numero de células, com
capacidade multi ou pluripotente, capacidade de resistir a congelagao,
caracteristicas imunossupressoras € sem danos aos animais.

A medula 6ssea € uma das fontes mais estudadas e utilizadas para a
obtencao de células-tronco adultas, sendo possivel encontrar as células-tronco
hematopoiéticas (CTH) e as mesenquimais (CTMs) (SCHWINDT et al., 2005).
No entanto, o tecido adiposo também é uma abundante e acessivel fonte de
CTMs capaz de fornecer um grande numero de células necessarias para a
utilizacado em terapias celulares (GIMBLE; GUILAK, 2003).

Adicionalmente, as células da membrana amniotica (LANGE-
CONSIGLIO et al.,2013) e do corddao umbilical (tecido, sangue e geléia de
Wharton), sdo uma fonte promissora para obtengao de CTMs, pois sdo menos
imunogénicas, sua coleta n&o é invasiva e podem se diferenciar em células
neurais e endoteliais (ROGERS; CASPER, 2004; CRUZ et al., 2009;
SENEGAGLIA et al., 2009).

Os principios da terapia com CTMs sao baseados em evidéncias que

sugerem que estas células melhoram a regeneragéo e fungéo dos tecidos pela



habilidade de auto renovacédo (TAYLOR et al.,, 2007), de diferenciacdo em
linhagens mesodermais, neuroectodermais e endodermais (CHEN Y et al,
2008), sintese de fatores de crescimento e liberagcdo de citocinas anti-
inflamatérias e imunomodulatérias (NOTH et al., 2010; BORJESSON; PERONI,
2011; BURK et al., 2013a).

A auséncia da expressao do complexo de histocompatibilidade principal
classe Il (MHC-II) na superficie celular € uma importante caracteristica
imunomodulatéria, pois fornece as CTMs o potencial de escapar do
reconhecimento das células T (RYAN et al., 2005), tornando-as viaveis para a
criacdo de um banco de células para serem utilizadas em terapias alogénicas
(BORJESSON; PERONI, 2011; CARRADE et al., 2011a; CARRADE et al.,
2011b; SOLE et al., 2012).

A eficacia e segurancga dos tratamentos e as caracteristicas basicas das
CTMs ainda nao sao totalmente esclarecidas. As CTMs em muitos casos s&o
utilizadas empiricamente para tratamentos, ndo se obtendo total certeza de que
os resultados conseguidos sao, de fato, devido as CTMs e nado a outro tipo de
célula ou fatores administrados simultaneamente (KOCH et al., 2008;
SCHNABEL et al., 2009). Portanto, é crucial a definicdo correta através de
testes de caracterizacdo apropriados antes de se classificar um tipo celular
especifico como uma célula tronco. Infelizmente, ndo ha consenso sobre os
critérios de caracterizagdo para CTMs de origem animal, especificamente em
equinos (De SCHAUWER et al., 2010).

Tendo em vista que ainda nao esta totalmente estabelecida a melhor
fonte tecidual para obtencdo das CTMs, e que apenas uma pequena parcela
das pesquisas visa a aplicagao clinica destas células em modelos animais,
principalmente em equinos, o objetivo desta pesquisa foi caracterizar
imunofenotipicamente e avaliar o potencial de diferenciagdo celular de diversas
fontes (medula dssea, tecido adiposo e corddo umbilical) para obtencédo de
CTMs em equinos, a fim de se definir qual € a melhor fonte para compor um

banco de células visando a terapia alogénica.



REVISAO DE LITERATURA

1 Células-Tronco (CT)

As células-tronco (CT) séo células indiferenciadas e nao especializadas,
capazes de se auto replicar dando origem a uma grande populagdo de células
semelhantes, e de se diferenciar em células especializadas de multiplas
linhagens. Para isso, elas utilizam dois tipos de divisdo celular: divisdo
simétrica (cada CT origina duas células-filha idénticas) e assimétrica (cada CT
origina uma célula filha idéntica, e uma célula progenitora) (TAYLOR et al.,
2007; KOCH et al.,, 2008; BYDLOWSKI et al.,, 2009; DAHLGREN, 2009;
GATTEGNO-HO et al., 2012).

Estas células podem ser classificadas segundo sua potencialidade
(habilidade para diferenciagdo) em totipotente (capacidade de criar um
organismo inteiro), pluripotente (capacidade de se diferenciar em células das
trés camadas germinativas: mesoderma, endoderma e ectoderma),
multipotente (capacidade de diferenciagcdo a um numero limitado de linhagens)
e unipotentes (KOCH et al., 2008), podendo tornar-se precursoras de ceélulas
neurais, Osseas, hepaticas, além dos trés tipos de musculo: cardiaco,
esquelético e liso (SCHWINDT et al., 2005).

Também podem ser classificadas de acordo com sua origem em
embrionarias (encontradas nos embrides) e adultas (extraidas dos diversos
tecidos, tais como medula Ossea, tecido adiposo e corddo umbilical)
(SCHWINDT et al., 2005; DAHLGREN, 2009). As células-tronco embrionarias
exibem ilimitada capacidade de renovacdo e pluripoténcia in vitro, porém a
predisposicao destas células em formar teratomas dificulta sua possivel
aplicagéo clinica (NOTH et al., 2010; GATTEGNO-HO et al., 2012).

Por outro lado, as células-tronco adultas, encontradas em tecidos
adultos e responsaveis pela manutengao tecidual normal, tem sua utilizacéo
menos controversa, pois n&o envolve a clonagem e sdo menos provaveis em
formar tumores (pelo seu potencial de diferenciagao limitado - multipotentes)
(LEUNG et al., 2006; GATTEGNO-HO et al., 2012).



2 Células-Tronco Mesenquimais (CTMs)

As células-tronco mesenquimais (CTMs) sao células progenitoras
multipotentes, ndo hematopoiéticas, facilmente isoladas a partir de diversos
tecidos adultos, e caracterizadas por sua extensa habilidade proliferativa e de
se diferenciar in vitro em diversas linhagens mesenquimais em resposta a um
estimulo apropriado, incluindo osteoblastos, adipdcitos, condrdcitos, tendcitos e
miocitos (CHAMBERLAIN et al., 2007; CHEN F et al., 2007; DAHLGREN, 2009;
NOTH et al., 2010), ja sendo demonstrado seu uso em cartilagem, osso e
tendao de equinos (SMITH et al., 2003; TAYLOR et al., 2007). Adicionalmente,
apesar de controverso, as CTMs também podem se diferenciar em resposta a
estimulos especificos, em células de outras linhagens germinativas como
neurénios, células da glia e hepatdcitos (CHEN Y et al., 2008; WU; TAO, 2012).

O fato das CTMs poderem se diferenciar em diferentes tipos celulares in
vitro, sua relativa facilidade de expansdo em cultura, caracteristicas
imunoldgicas, secre¢cdo de citocinas que modulam a resposta inflamatéria,
reestabelecem o suprimento vascular e reparam o tecido lesionado, fazem das
CTMs uma fonte promissora de CT para a terapia celular (CHAMBERLAIN et
al., 2007; MONTEIRO et al., 2010).

Para a caracterizagcdo das CTMs, alguns marcadores de superficie
(Clusters Designation — CD) tem sido utilizados e avaliados segundo sua
expressao ou ndo, como por exemplo, os marcadores positivos CD29
(integrina), CD44, CD73, CD90 (Thy-1), CD105 (TGF-B), CD166 (ALCAM) e
MHC-I; e marcadores negativos como o CD14, CD34, CD45 e MHC-II (Le
BLANC et al., 2003; RYAN et al.,, 2005; KERN et al., 2006; CHEN F et al.,
2007; De SCHAUWER et al., 2010). Ainda ndo ha um unico marcador ou uma
combinagdo de marcadores que se mostram especificos e exclusivos das
CTMs, sendo que estes sdo encontrados também em outros tipos celulares
(CHEN F et al., 2007; BYDLOWSKI et al., 2009; MONTEIRO et al., 2010).

Em humanos ha critérios minimos estabelecidos pela Sociedade
Internacional de Terapia Celular para a caracterizacdo das CTMs, elas devem
ser aderentes ao plastico, expressarem os marcadores de superficie CD105,
CD73 e CD90, e nao expressarem os marcadores CD45, CD34, CD14 ou



CD11b, CD79a ou CD19 e HLA-DR, e ainda, se diferenciarem em
osteoblastos, adipdcitos e condroblastos in vitro (DOMINICI et al., 2006).

No entanto, a imunofenotipagem em equinos ¢é dificultada pela falta de
marcadores especificos, disponibilidade limitada de anticorpos monoclonais
anti-cavalo (De SCHAUWER et al., 2010; BORJESSON; PERONI, 2011; BURK
et al.,, 2013b) e evidéncias que alguns marcadores de outras espécies néo
apresentam reagao cruzada com a espécie equina (CARVALHO et al., 2009).

Por causa destas limitagdes, a aderéncia ao plastico, a diferenciacao
nas linhagens osteogénica, condrogénica e adipogénica, a expressao dos
CD90, CD44, a nado expressédo do CD34 (CARVALHO et al., 2009; MAIA et al.,
2013), ou segundo De Schauwer et al. (2010) a expressao dos CD 29, CD 44 e
CD 90, e nao expressao dos CD14, CD79a e MHC-II, sdo as propriedades
disponiveis mais confiaveis para a caracterizacdo das CTMs equinas.

Sendo assim, para conseguir resultados promissores na terapia com
células-tronco em cavalos, avancos devem ser realizados na caracterizacao

das células-tronco equinas (BURK et al., 2013b).

2.1Comparacao das fontes para a aquisicao das CTMs

As CTMs existem em todos os oOrgaos e tecidos pds-natais
(BYDLOWSKI et al., 2009), sendo comprovadas sua aquisicdo de cérebro,
baco, figado, rim, pulmdo, medula 6ssea, musculo, timo e pancreas de
camundongos (MEIRELLES et al., 2006).

Diversas fontes podem ser utilizadas para obtencdo de CTMs em
equinos, como sangue do corddo umbilical (REED; JOHNSON, 2008;
BARTHOLOMEW et al., 2009), tecido do corddo umbilical (VIDAL et al., 2012),
subendotélio da veia umbilical e geléia de Wharton (TROYER; WEISS, 2008),
tecido adiposo (CARVALHO et al., 2009; MAMBELLI et al., 2009), medula
o0ssea (COLLEONI et al., 2009; RANERA et al.,, 2012; MAIA et al., 2013),
membrana amnidtica (LANGE-CONSIGLIO et al., 2013), sangue periférico
(KOERNER et al., 2006) e tendao (BURK et al., 2013b).

Atualmente, a medula 6ssea e tecido adiposo sdo as fontes mais
comuns de obtencdo de CTMs (KOERNER et al., 2006; RICHARDSON et al.,
2007; ALVES et al., 2009; GUTIERREZ-NIBEYRO, 2011).



visualizadas no Quadro 1.

QUADRO 1

As vantagens e desvantagens das principais fontes de CTMs podem ser

Vantagens e Desvantagens das principais fontes para obtencdo de CTMs

FONTE VANTAGENS DESVANTAGENS
Medula - facilidade de coleta (RICHARDSON et al., | - dificuldade e risco da coleta
6ssea 2007) (BREMS; JEBE, 2008; LANGE-
(MO) - coleta mais rapida, causa menos CONSIGLIO et al.,, 2013), 0 que
desconforto ao animal e o resultado requer um profissional treinado
estético € melhor (ALVES et al., 2009). (ALVES et al., 2009).
- pode ser um processo doloroso
por ser um procedimento invasivo
(DAHLGREN, 2009; LANGE-
CONSIGLIO et al., 2013)
- potencial de diferenciagao
limitado (RICHARDSON et al., 2007)
-proliferagdo diminui de acordo
com o numero de passagens in
vitro (VIDAL et al., 2012; LANGE-
CONSIGLIO et al., 2013)
- nao se proliferam apds
confluéncia de 100%; nao se
diferenciam em células da glia; e
possuem menor aderéncia, devido
sua heterogenicidade celular
(LANGE-CONSIGLIO et al., 2013)
- diferenciagdo condrogénica ruim
(BURK et al., 2013a)
Tecido - facilidade de coleta (RICHARDSON et al., | - maior lesdo no local da coleta do
Adiposo | 2007; BREMS; JEBE, 2008). que MO (RICHARDSON et al., 2007)
(TA) - CTMs em maior nimero e com melhor
qualidade de proliferagdo do que MO
(BREMS; JEBE, 2008; MAMBELLI et al., 2009;
BORJESSON; PERONI, 2011)
Cordao - SCU: facilidade de coleta sem danos ao | -SCU: Pouco numero de células
umbilical | potro e a égua (RICHARDSON et al., 2007; (RICHARDSON et al., 2007); ndo se
(Sangue- | BARTHOLOMEW et al., 2009); pode ter diferencia em adipécitos (REED;
SCU, maior multipotencialidade (RICHARDSON JOHNSON, 2008); diferenciagao
Tecido- et al., 2007); expressam marcadores osteogénica ruim (BURK et al.,
TCU e embrionarios e diferenciam-se em 2013a); dificuldade de isolamento,
Geléia de | linhagem hepatogénica e muscular (REED; | atingindo no maximo 63% das
Wharton- | JOHNSON, 2008); melhor diferenciagao amostras (KERN et al., 2006; SECCO
GW) condrogénica (BURK et al., 2013a) et al.,2008; TROYER; WEISS, 2008).

- TCU: células em maior numero e com
alta capacidade proliferativa (BORJESSON;
PERONI, 2011; BURK et al., 2013a)

-GW: facilidade de isolamento e expansao
in vitro; diferenciagdo em cardiomidcitos,
células do musculo esquelético e células
neurais (WANG et al., 2004; TROYER;
WEISS, 2008)




2.2 Terapia Autéloga X Alogénica

Normalmente, as CTMs sao obtidas dos proprios pacientes (autélogas),
pois nao resultam em nenhum efeito deletério significante durante o processo
da implantacdo (como por exemplo, formacdo de tumores no local)
(RICHARDSON et al., 2007). No entanto, o uso de células autdlogas para o
tratamento possui limitagdes, como sua utilizagdo em lesdes agudas (pois a
expansao das CTMs através da cultura demora de 10 a 21 dias) (CARRADE et
al., 2011a) e em pacientes idosos, devido ha diminuicdo na proliferacdo, no
potencial de diferenciacdo e na quantidade de CTMs nestes pacientes (CHEN
F et al., 2007).

Estudos realizados em diversas espécies sugerem que o uso alogénico
(provenientes de um doador) de CTMs para aplicagdes clinicas é possivel,
indiferentemente do tecido de origem, pois estas células apresentam baixa
imunogenicidade in vitro, e podem escapar do processo normal de
reconhecimento de aloantigenos (RYAN et al.,, 2005; LEUNG et al., 2006;
CARRADE et al., 2011b).

Um mecanismo pelo qual a terapia alogénica mostra-se promissora, nao
induzindo respostas imunes significativas (STEWART, 2011; SOLE et al.,
2012), é a diferente expressdao do complexo de histocompatibilidade principal
(MHC) na superficie celular. As CTMs expressam MHC-I, mas n&o expressam
o MHC-II (LE BLANC et al., 2003; NIEMEYER et al.,, 2007; BORJESSON;
PERONI, 2011). A expressédo do MHC-I pelas CTMs €& importante pois a
expressao protege as CTMs de certos mecanismos de eliminagao das células
NK (RYAN et al., 2005). A nao expressao do MHC-Il impede que o organismo que
recebe células indiferenciadas, as reconhega como nao proprias, e realize sua
rejeicdo (MONTEIRO et al., 2010). Esta caracteristica ja foi comprovada em
CTMs derivadas do tecido do corddo umbilical (CARRADE et al., 2011b), da
MO e da membrana amnidtica, no entanto, esta ultima fonte comeca a
expressar o MHC-Il na 5% passagem (LANGE-CONSIGLIO et al., 2013),
tornando seu uso incerto para as terapias alogénicas deste momento em
diante.

Em humanos é descrito o fendtipo imune das CTMs como: MHC I+,

MHC-II-, CD40-, CD80- e CD86-, sendo ndo imunogénico, o que possivelmente
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torna o transplante alogénico sem imunossupresséo viavel (CHAMBERLAIN et
al., 2007; BYDLOWSKI et al., 2009).

O tratamento alogénico em cavalos oferece a vantagem de um
tratamento para lesées agudas, pois permitem um tratamento rapido, e a
utilizacdo de uma populagdo celular mais homogénea, com capacidade de
diferenciacdo comprovada, e sem o periodo de defasagem associado com o
isolamento e expansdo de CTMs autdlogas (BORJESSON; PERONI, 2011;
CARRADE et al., 2011a; CARRADE et al., 2011b), o que viabiliza a utilizagéo
de um banco de células a partir de cavalos doadores (PERONI; BORJESSON,
2011; BURK et al., 2013a).

Diversos cavalos ja foram tratados com aplicagbes intralesionais e
intravenosas de CTMs alogénicas da MO para desordens como osteocondrose,
osteoartrite e tendinite, com resultado positivo e sem reagdes imunes
(PERONI; BORJESSON, 2011).

Guest et al. (2010) compararam aplicagdes alogénicas de CTMs da MO
e células-tronco embrionarias em diferentes areas do tendao flexor digital
superficial de equinos, sendo que nenhuma das fontes produziu sinais de
resposta imune ou formacéo de tumores.

Outro estudo avaliando a utilizacdo de CTMs alogénicas em equinos foi
realizado por Sole et al. (2012), utilizando CTMs provenientes da medula 6ssea
na perfusdo regional intravenosa e intra-arterial, sem reacdo imune em ambas
as técnicas utilizadas.

Carrade et al. (2011a) verificaram através da inje¢ao de CTMs autdlogas
e alogénicas de sangue e tecido do corddo umbilical, pela via intra-articular
(articulagao higida), as respostas locais e sistémicas de 16 cavalos. Houve
uma resposta inflamatéria local, de curto prazo, auto limitante, sem claudicacéo
ou tumefacdo notavel, e sem diferenga entre o grau e o tipo de inflamagéo
desencadeada por CTMs tanto autdlogas quanto alogénicas. Quanto a
resposta sistémica, a aplicagdo alogénica ndo desencadeou nenhuma reagao
imune.

Em outro estudo, Carrade et al. (2011b) utilizaram CTMs do tecido do
cordao umbilical alogénicas e autdlogas e inocularam por via intradérmica em

cavalos. Nao houve diferenga entre os métodos, mesmo apdés a segunda
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aplicagdo, sendo que nenhuma estimulou ou suprimiu a proliferagdo basal de
células T.

Em humanos, Yang et al. (2010) trataram 114 pacientes sofrendo de
diversas enfermidades (atrofia sistémica multipla, ataxia, paraplegia, esclerose
multipla, esclerose lateral amiotréfica, entre outras) com CTMs alogénicas do
sangue do cordao umbilical. Foram realizadas 4 a 5 aplicagdes intratecal e
intravenosa, sendo que nenhum efeito adverso (hematolégico, bioquimico e
imunoldgico) foi observado durante o momento da inoculagdo nem apds o
periodo de acompanhamento, que chegou a 4 anos.

Ainda n&o ha relatos de reagbes imunogénicas (TAYLOR et al., 2007;
GUEST et al., 2008; BURK et al., 2013b), mas Chen F et al. (2007) relataram
que a utilizacdo de CTMs alogénicas para reparagao tecidual pode acarretar

riscos de rejeigdo imunoldgica e reacéo alogénica pelo hospedeiro.

2.3 Utilizagao de CTMs

A terapia celular é baseada no conceito de que uma populagao celular
multi ou pluripotente no local da injuria tecidual pode proliferar, diferenciar e se
organizar de maneira que resulte em um tecido normal, tanto estruturalmente
quanto funcionalmente (BURK et al., 2013b).

As CTMs exibem um potencial anti-inflamatorio e imunomodulatério
através da interagédo ceélula-célula (com células imunes como linfocitos B e T,
células natural killers e células dendriticas), da secregao de fatores soluveis no
ambiente local (prostaglandina E2, interleucina-4, IL-6, IL-10, fator de
transformacao do crescimento 3 (TGF-B), fator de crescimento hepatico (HGF),
IFN-y, entre outros) e induzem tolerancia imune aos transplantes alogénicos.
Além disso, elas possuem um perfil de fatores troficos bioativos e moléculas de
adesdo que inibem a formacdo de cicatriz, apoptose, aumentam a
angiogénese, e estimulam células progenitores intrinsecas (RYAN et al., 2005;
AGGARWAL; PITTENGER, 2005; CHAMBERLAIN et al., 2007; MONTEIRO et
al., 2010; BORJESSON; PERONI, 2011; CARRADE et al., 2011a; PERONI;
BORJESSON, 2011; BURK et al., 2013b).

Na medicina veterinaria em geral, estudos estdo sendo realizados em

doencgas sanguineas, hepaticas, cardiacas, entre outras, pelo fato das CTMs



12

originarem osso, cartilagem, musculo, estroma medular, tenddo, gordura e
outros tecidos conjuntivos (GATTEGNO-HO et al., 2012).

Deve-se salientar que o tratamento com CTMs nao substitui ou acelera a
reabilitacdo padrao, sendo um tratamento adicional para otimizar o resultado
(BURK et al., 2013b).

2.3.1 Uso de CTMs em medicina equina

A utilizagcdo desta terapia na medicina equina esta em intensa expansao,
pois fornece aos veterinarios uma opcao para o tratamento de condicbes
musculoesqueléticas de dificil regeneragdo, como tendao, ligamentos, menisco
e cartilagem (CLEGG; PINCHBECK, 2011; GUTIERREZ-NIBEYRO, 2011;
STEWART, 2011).

No momento, a MO e o TA sédo as fontes de CTMs mais comumente
utilizadas para a regeneragdao musculoesquelética em cavalos (GUTIERREZ-
NIBEYRO, 2011; BURK et al.,, 2013a), sendo relatados em tendinopatias,
osteoartrite, laminite, cistos subcondrais, injuria de menisco, tenddes e
ligamentos (RICHARDSON et al., 2007; TAYLOR et al., 2007; BREMS; JEBE,
2008; BORJESSON; PERONI, 2011; CLEGG; PINCHBECK, 2011; STEWART,
2011; BURK et al., 2013b).

Para as lesbes musculoesqueléticas, o tratamento com CTMs derivadas
da MO resultaram no retorno da funcdo em 70% dos casos ortopédicos
(articulagcbes) e 86% dos casos de tecidos moles (ligamentos, tenddes),
confirmando bons resultados clinicos para esta finalidade (FERRIS et al.,
2009).

A aplicagdo das CTMs da MO parece melhorar a cicatrizagdo tendinea,
demonstrada por Smith et al. (2003), pois estas células possuem o potencial de
produzir matriz tendinea, ao invés de tecido cicatricial pobremente funcional. E
consequentemente, ocorre diminuigdo na reincidéncia de injurias (BURK et al.,
2013b), sendo demonstrado a taxa de reinjuria dos cavalos apos a inoculagéo
de CTMs de 27,4%, mostrando que o tratamento é seguro e eficaz (GODWIN
et al., 2012).

A utilizacdo de CTMs para osteoartrite (OA) foi relatada por Frisbie e

Stewart (2011), que sugeriram que os efeitos benéficos (suporte ao
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metabolismo dos condroécitos) sdo mediados por fatores soluveis ou por efeitos
em outros tecidos articulares, pois elas ndo permaneceram no local inoculado.

Adicionalmente, para a regeneracgao de cartilagem articular em equinos,
a melhor fonte seriam células da propria cartilagem, pois as provenientes da
MO resultam em hipertrofia da cartlagem apds a indugdo condrogénica,
podendo gerar mineralizagdo da cartlagem e, consequentemente,
comprometer sua reparagao (MCCARTHY et al., 2012).

Para defeitos condrais, as CTMs da MO melhoraram a qualidade do
tecido de reparagdo em todas as articulagdes tratadas, fornecendo melhora a
longo prazo (MCILWRAITH et al., 2010).

A utilizacao de CTMs podem também desempenhar um papel importante
na regulacdo de doencgas inflamatdrias do sistema nervoso central, embora as
suas interacdes com a barreira hematoencefalica ndo sejam completamente
elucidadas (PERONI; BORJESSON, 2011).

Carstanjen et al. (2006) utilizaram CTMs para o reparo de defeito no
palato mole de equino, inoculando as CTMs da MO préximo a area de sutura
apos a cirurgia corretiva, verificando que as células se organizaram de maneira
similar as células nativas do palato mole, indicando sucesso no enxerto.

Outra possivel utilizacdo das CTMs seria no tratamento de feridas
crbnicas com resposta inflamatdria aberrante e hiperplastica, tais como as
observadas com tecido de granulacdo exuberante em cavalos (PERONI;
BORJESSON, 2011).
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Resumo

Introducgao

15

Estudos com células-tronco mesenquimais (CTMs) estdo em crescente

avanco, baseando-se nas propriedades imunomodulatérias, anti-inflamatorias e

de regeneracgéao dos tecidos. No entanto, ainda ndo ha consenso sobre a
melhor fonte de obtencdo das CTMs de equinos para a composicdo de um
banco de células para terapia alogénica. Este estudo teve como objetivo a
avaliagao do cultivo, a caracterizacao imunofenotipica e o potencial de

diferenciagao de CTMs provenientes da medula 6ssea (CTM-MO), tecido

adiposo (CTM-TA) e cordao umbilical (CTM-CU) de equinos, a fim de se definir

qual é a melhor fonte para compor um banco de células visando a terapia

alogénica.

Métodos
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As CTMs da MO, TA e CU foram cultivadas e avaliadas in vitro quanto ao
potencial de diferenciacdo osteogénico, adipogénico e condrogénico.
Adicionalmente avaliou-se a expressdo dos marcadores CD105, CD44, CD34,
CD90, MHC-II através de citometria de fluxo, e o MHC-Il também pelo método
de imunocitoquimica. Para interpretacdo dos resultados da citometria de fluxo,
foi realizada analise estatistica através da ANOVA.

Resultados

A coleta e cultivo das CTMs da MO, TA e CU se mostraram viaveis, com a
média de crescimento celular até a terceira passagem de 25 dias para CTM-
MO, 15 dias para CTM-TA e 26 dias para CTM-CU. As CTMs de todas as
fontes foram capazes de se diferenciar em linhagem osteogénica (apés 10 dias
para CTM-MO e CTM-TA e 15 dias para CTM-CU), adipogénica (ap6és oito dias
para CTM-MO e CTM-TA e 15 dias para CTM-CU) e condrogénica (ap6s 21
dias para CTM-MO, CTM-TA e CTM-CU). As CTMs revelaram elevada
expressao dos marcadores CD105, CD44 e CD90 e baixa ou auséncia de
expressao dos marcadores MHC-Il e CD34. A analise imunocitoquimica nao
revelou expressao do MHC-II.

Conclusodes

A MO, TA e CU de equinos sao fontes viaveis para obtencdo de CTMs, sendo
confirmadas suas caracteristicas imunofenotipicas e de multipotencialidade.
Devido a baixa expressao do MHC-II pelas CTMs, todas as fontes podem ser
utilizadas em estudos clinicos envolvendo terapia alogénica em equinos. No
entanto, as CTM-MO e CTM-TA apresentaram melhores resultados na
caracterizagao imunofenotipica, destacando-se como as melhores fontes de

obtencao de CTMs.
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Palavras-chave: terapia celular alogénica; equinos; células-tronco

mesenquimais; medula dssea; tecido adiposo; corddo umbilical

Introducao

As células-tronco mesenquimais (CTMs) sédo células progenitoras
multipotentes, ndo hematopoiéticas, facilmente isoladas a partir de diversos
tecidos adultos, e caracterizadas por sua extensa habilidade proliferativa e de
se diferenciar in vitro em diversas linhagens mesenquimais em resposta a um
estimulo apropriado, incluindo osteoblastos, adipdcitos, condrdcitos, tendcitos e

midcitos



A identificacdo das CTMs equinas é realizada principalmente pela
capacidade de aderéncia ao plastico e de se diferenciarem em multiplas

linhagens

18
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necessario para o isolamento e expansao de CTMs autdlogas, e por permitir a
utilizagdo de uma populagao celular mais homogénea com capacidade de

diferenciagao comprovada
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Delineamento experimental

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados dez equinos
mesticos, de ambos os sexos, com idade entre seis e 13 anos, e clinicamente
sadios, divididos aleatoriamente para a colheita da medula éssea e tecido
adiposo. Para a obtencdo do cordao umbilical, foram coletadas duas amostras
provenientes de dois partos e quatro amostras provenientes de matadouro de

equinos.

Coleta e isolamento das células-tronco mesenquimais
Medula 6ssea
A coleta e isolamento de CTM-MO foram realizadas através da puncéao

aspirativa da medula 6ssea conforme a metodologia descrita por Maia et al.
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USA), seguida de nova centrifugagédo a 340G por 40 minutos. Com a obtengao
das células mononucleares, foi acrescido o meio DMEN baixa glicose/F12 na
proporgcao de 1:1 e a amostra centrifugada duas vezes a 340G por 10 minutos.
As células foram cultivadas em garrafas de 25cm? (Sarstedt, USA) contendo
meio com 80% de DMEN baixa glicose/F12 na proporgéao de 1:1, 20% soro
fetal bovino (Invitrogen, USA), 1% de penicilina/estreptomicina (Invitrogen,
USA) e 1,2% de anfotericina B (Invitrogen, USA), em estufa a 37°C em
atmosfera umida contendo 95% de ar e 5% CO,. O meio de cultura foi trocado

aproximadamente a cada 3 dias.

Tecido adiposo
A coleta do tecido adiposo foi realizada na regido acima do musculo

gluteo dorsal (base da cauda) conforme Carvalho et al.
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garrafas de 25cm? contendo o meio de cultivo descrito previamente, em estufa
a 37°C em atmosfera umida contendo 95% de ar e 5% CO,. O meio de cultura

foi trocado aproximadamente a cada 3 dias.

Cordéao umbilical

Para amostras provenientes de parto, aproximadamente 10 cm de
cordao umbilical foi coletado logo apds o parto (n=2) e armazenado em tubo
cbnico de 50 ml, estéril, contendo solugdo de HBSS acrescido de 2%
penicilina/estreptomicina. Para as amostras provenientes de matadouro (n=4),
durante a evisceracgao uteros gestantes foram separados, abertos e uma
amostra de 10 cm do cord&o umbilical foi coletada.

A amostra de corddo umbilical foi lavada trés vezes em HBSS/penicilina
e dissecada separando veia e artérias. O tecido do cordao foi fragmentado e
colocado em solucao de colagenase tipo 1 (Invitrogen, USA) a 0,04% a 37°C
por 60 minutos e processado conforme descrito para o tecido adiposo, porém
utilizou-se meio contendo DMEM alta glicose (Invitrogen, USA), como descrito

por Corradetti et al.
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novamente no meio de cultura, sendo esse volume dividido em duas garrafas.

As células foram cultivadas sob as mesmas condi¢cdes descritas anteriormente.

Diferenciagao osteogénica, condrogénica e adipogénica das CTMs

Durante a terceira passagem (P3), amostras de CTM-MO, CTM-TA e
CTM-CU foram acondicionados em placas de 6 Wells (Sarstedt, USA) em
triplicatas, para diferenciagcao osteogénica e adipogénica, e incubadas em
estufa a 37°C em atmosfera umida contendo 95% de ar e 5% CO,. Apos
confluéncia de 80%, o meio de manutencéo foi removido e o meio de
diferenciagao Stempro adipogenesis e Stempro osteogenesis (Invitrogen, USA)
foi adicionado aos cultivos. O meio foi trocado a cada 3 dias, e a diferenciagao
em tecido adiposo foi confirmada pela deposigédo de goticulas de gordura no
citoplasma pela coloragao Oil Red 0,5% (Sigma-Aldrich Corp, USA). A
diferenciagcao em tecido 6sseo foi confirmada pela coloragao positiva da matriz
de caélcio extracelular pelo corante Alizarin Red 2% (Sigma-Aldrich Corp, USA).

Para a diferenciagdo condrogénica, um pellet de CTMs foi cultivado em
um tubo Falcon e incubadas em estufa a 37°C em atmosfera umida contendo
95% de ar e 5% CO,. Apds dois dias 0 meio de manutencéao foi removido, e
adicionado o meio de diferenciagdo Stempro chondrogenesis (Invitrogen, USA),
com troca a cada 3 dias. Para a confirmagéao da diferenciagdo condrogénica, os
pellets foram corados com Alcian Blue (ph=2,5) e Azul de Toluidina (ph=1) para

identificar proteoglicanos.
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Caracterizagao das CTMs

Citometria de fluxo

A analise imunofenotipica das CTM-MO, CTM-TA e CTM-CU foi
realizada na P3 com o citdbmetro de fluxo FACS Calibur (BD, Franklin Lakes,
NJ, USA), utilizando os anticorpos mouse anti-rat CD90-FITC (clone OX7,
Caltag Laboratories, USA), mouse anti-human CD34-FITC (clone 581, BD,
USA), mouse anti-human CD105-FITC (clone SN6, Abcam, FL, USA), mouse
anti-horse CD44 (clone CVS18, abD Serotec, UK) e mouse anti-horse MHC
class Il monomorphic (clone CVS20, abD Serotec, UK). Para os marcadores
primarios nao conjugados foi utilizado o anticorpo secundario goat anti-mouse
IgG-FITC (abD Serotec, UK). Os protocolos utilizados foram os descritos pelos

fabricantes.

Imunocitoquimica para MHC-II

Amostras em P3 foram acondicionados em placas de 24 “wells”
(Sarstedt, USA). Apos confluéncia de 80%, as células foram fixadas e
permeabilizadas com Cytofix/Cytoperm™ (BD, USA), sendo em seguida
conduzido o bloqueio da peroxidase endogena por 20 minutos. Apos esse
periodo as amostras foram incubadas por uma hora em solugao de leite em po6
a 3% para o bloqueio de proteinas inespecificas. Em seguida, o anticorpo
primario mouse anti-horse MHC class || monomorphic (clone CVS20, abD
Serotec, UK) e o controle negativo IgG anti mouse (Dako Cytomation, DNK)
foram incubados por 18 horas a 4°C, no escuro. Os anticorpos primarios foram

detectados por incubacao no sistema de polimeros HiDef HRP mouse/rabbit
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Polymer Detection System (Cell Marque, CA, USA). A revelagao da reacéo foi
conduzida utilizando a solugéo de substrato cromogénico DAB (Dako
Cytomation, DNK) por 5 minutos, seguida de contracoloragao com
Hematoxilina de Harris (Merck, BRA) por 1 minuto. A avaliagdo da reacéo foi
realizada em microscopio de luz invertido (Leica Microsystems, GER).
Adicionalmente, foi realizado o controle positivo para o anticorpo MHC-II,

utilizando amostra de tecido muscular equino.

Andlise estatistica

Para analise estatistica, as variaveis dependente binomiais
(porcentagem de marcagao do CD105, CD90, CD44, CD34, MHC-II) foram
analisadas através da ANOVA utilizando-se o PROC GLM do SAS (SAS, Inst.
Inc., Cary, NC, EUA). Fontes de variagdo no modelo incluindo fonte (GCU,
GMO e GTA) e animais foram considerados como efeitos fixo e aleatério,
respectivamente. A transformacgao de arcosseno foi aplicada aos dados
expressos em porcentagem. Se a ANOVA foi significativa as médias foram
separadas utilizando o LSD. Os dados nao transformados s&o apresentados
como média dos quadrados minimos e erro padrao. Para todas as analises foi

adotado o nivel de significancia de 5%.

Resultados

Cultivo celular
Todas as CTMs cultivadas da MO, TA e CU aderiram as garrafas nos

primeiros dias de cultivo. Sendo que a aderéncia das CTMs ao plastico da
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garrafa foi observado com 48 horas para as CTM-MO, 32 horas para CTM-TA e
48 horas para CTM-CU.

O inicio da morfologia fibroblastéide das CTMs foi visualizada em média
com 4,8+1,30 dias de cultivo para as CTMs provenientes da MO, 3,5+2,12 para
as do TA e cinco dias para as provenientes do CU.

A confluéncia celular de aproximadamente 80% variou entre as
amostras, sendo alcancada com 11 dias nas CTM-MO, e em média 7,3+£1,52
dias nas CTM-TA e 15,25+6,65 dias nas CTM-CU (Figura 1). Apds a primeira
passagem, a confluéncia de 80% foi alcangada em média com 5,2+1,64 dias
para CTM-MO, trés dias para CTM-TA e 6,16%£2,40 dias para CTM-CU.

Desde o momento do cultivo primario até a terceira passagem, quando
foi realizada a caracterizacdo e diferenciagao celular, foram necessarios em
média 25+3,93 dias para as CTM-MO, 15,5%0,70 dias para as CTM-TA e

26,75+7,22 dias para as CTM-CU.

Potencial de diferenciagao nas linhagens mesodermais

O potencial de diferenciacao in vitro das CTM-MO e TA para as
linhagens osteogénica e adipogénica foi demonstrado apds o décimo e oitavo
dia, respectivamente. As CTM-CU nao se diferenciaram neste intervalo de
tempo, necessitando de novas repeticdes da diferenciagdo. A diferenciacao
tanto em ostedcitos quanto adipdcitos ocorreu somente apos 15 dias nestas
células.

A diferenciagao em tecido ésseo foi confirmada pela coloragao positiva
da matriz de calcio pelo corante Alizarin Red. Adicionalmente, foi observada

mudanga da morfologia fibroblastoide para poligonal em grande proporgéo de
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células (Figura 2). A diferenciagdo em tecido adiposo foi confirmada pela
deposigao de goticulas de gordura no citoplasma, confirmada pela coloragao
Oil Red (Figura 2).

A diferenciagado condrogénica ocorreu apés 21 dias para as CTMs da
MO, TA e CU, e foi confirmada pela deposi¢cao de matriz hialina, rica em
proteoglicanos. Foram realizadas as coloragdes Alcian Blue (areas azuis) e
Azul de Toluidina (areas réseas metacromaticas) (Figura 2) que identificaram

matriz extracelular rica em proteoglicanos.

Caracterizagao imunofenotipica

A analise imunofenotipica das CTM-MO, CTM-TA e CTM-CU em P3
através da citometria de fluxo, revelou CTMs com elevada expressao dos
marcadores CD90, CD105 e CD44, e baixa ou auséncia de expressao dos
marcadores CD34 e MHC Il (Figura 3). Foram utilizadas um minimo de 10.000
células para a avaliagao pela citometria. A média percentual das marcagoes
com seu desvio padrao para cada fonte de CTMs podem ser observados na
Tabela 1.

As CTMs provenientes da MO, TA e CU nao apresentaram expressao do

MHC-II na avaliagdo pela técnica de imunocitoquimica (Figura 4).

Discussao

Diversas fontes ja foram estudadas para obtencédo de CTMs em equinos,

como medula éssea
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estudo foram realizadas durante a terceira passagem, pois foi quando se

obteve um cultivo homogéneo, corroborando com outro estudo
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linhagens mesodermais. Porém estudos relatam que a diferenciagao

osteogénica € melhor em CTMs da MO
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diferentemente de outros trabalhos
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pois apresentaram os melhores resultados na citometria de fluxo. No entanto,

Koerner et al.
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diferengas quanto a imunocaracterizagao e o potencial de diferenciagao entre

os estudos realizados.

Conclusoes

A MO, TA e CU de equinos sao fontes viaveis para obtencdo de CTMs, tendo
sido confirmada as caracteristicas imunofenotipicas e de multipotencialidade
destas células. Baseado na baixa expressao do MHC-II, as CTM-MO, CTM-TA
e CTM-CU podem ser utilizadas em estudos clinicos envolvendo terapia
alogénica em equinos. No entanto, sob as condigdes experimentais deste
estudo, as CTM-MO e CTM-TA apresentaram melhores resultados na
caracterizagcao imunofenotipica in vitro, quando comparadas com as CTM-CU,

destacando-se como as melhores fontes de obtencdo de CTMs.

Lista de abreviaturas

CTMs: células-tronco mesenquimais

CTM-MO: células-tronco mesenquimais provenientes da medula éssea
CTM-TA: células-tronco mesenquimais provenientes do tecido adiposo
CTM-CU: células-tronco mesenquimais provenientes do cordao umbilical
MHC-II: complexo de histocompatibilidade principal classe Il

CTH: células-tronco hematopoiéticas

MO: medula 6ssea

TA: tecido adiposo

SCU: sangue do corddo umbilical
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TCU: tecido do cordao umbilical
CU: cordao umbilical

P3: terceira passagem
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Figuras

Figura 1 — CTMs da MO, TA e CU durante cultivo celular apresentando
confluéncia 280%

CTMs provenientes da MO (A), TA (B) e CU (C) apresentando confluéncia de
aproximadamente 80% da garrafa com 11, 7 e 15 dias de cultivo, respectivamente. (A)

e (B) Aumento de 100x e (C) aumento de 200x.
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Figura 2 — Potencial de diferenciagdo das CTMs da MO, TA e CU de equinos
Diferenciagéo das CTMs da MO (A,D,G,J), do TA (B,E,H,K) e do CU (C,F,l,L) nas trés
linhagens mesenquimais durante a terceira passagem. (A-C) CTMs apresentando
depdsitos de gordura intracitoplasmaticos, confirmando a linhagem adipogénica. (D-F)
CTMs coradas com Alizarin Red evidenciando formagéo de matriz de calcio. (G-L).

CTMs apos diferenciagao condrogénica coradas com Alcian Blue (G-1) e com Azul de
toluidina (J-L) mostrando matriz hialina. Aumento de 100x (D-L), 200x (B) e 400x
(A,C).
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Figura 3 — Expressao de marcadores de superficie celular pela técnica de

citometria de fluxo das CTMs da MO, TAe CU

Histogramas representando o perfil das amostras de CTM-MO, CTM-TA e CTM-CU
analisadas pela técnica de citometria de fluxo apds a terceira passagem, avaliando-se
os marcadores de superficie celular CD90, CD44, CD105, CD34 e MHC-II. As CTMs
foram positivas para CD90, CD44 e CD105, negativas para CD34 e apresentaram

baixa expressdo do MHC-II.
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Figura 4 — Avaliagao da expressao do MHC-Il nas CTMs da MO, TA e CU pela
técnica de imunocitoquimica

Imunocitoquimica das CTMs da MO (A), TA (B) e CU (C) de equinos durante a terceira
passagem, para avaliagdo da expressao do marcador de superficie celular MHC-II. As

CTMs das fontes analisadas néo expressaram o MHC-II. Aumento de 100x (C) e 200x
(A,B).
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Tabelas

Tabela 1: Médias percentuais da caracterizagao imunofenotipica das CTM-
MO, CTM-TA e CTM-CU pela técnica de citometria de fluxo

Médias percentuais de marcagao das CTMs provenientes da MO, TA e CU na
terceira passagem, através da técnica de citometria de fluxo, para os
marcadores CD90, CD105, CD44, CD34 e MHC-II.

Marcacao
Tratamento
CD105 CD90 CD44 CD34 MHC-II
GCU 94.2+21 67.746.5° 95.7x1.5 0.20+0.3° 5.9+1.8
GMO 97.742.3 98.247.1° 96.2+1.6 0.28+0.3° 6.8+2.0
GTA 942423 99.247.1° 924416 1.21+0.3° 3.8+2.0
Valor de P 0.5442 0.0033 0.1994 0.0197 0.4896

| etras Sobrescritas distintas na mesma coluna diferem (P<0.05).



CAPIiTULO 3

CONCLUSOES GERAIS

Dentre as condi¢cdes experimentais descritas pode-se concluir que:

- A coleta, o isolamento e cultivo das CTMs provenientes da medula
Ossea, tecido adiposo e cordao umbilical foram realizados com éxito,
mostrando-se eficiente e confiavel para produgao desses tipos celulares.

- A proliferacdo das CTMs in vitro varia de acordo com os animais e com
a fonte estudada, sendo que o tempo necessario para se obter uniformemente
>80% de confluéncia celular (3% passagem) nas condigdes experimentais foi de
aproximadamente 25 dias para medula éssea, 15 dias para tecido adiposo e 26
dias para células do cordao umbilical.

- As CTMs provenientes da medula éssea, tecido adiposo e cordao
umbilical de equinos quando submetidas a estimulos especificos in vitro, se
diferenciaram em linhagens osteogénicas, condrogénicas e adipogénicas,
comprovando sua multipoténcia de acordo com os critérios da Sociedade
Internacional de Terapia Celular.

- A analise imunofenotipica das CTMs provenientes da medula dssea,

tecido adiposo e corddo umbilical de equinos revelou elevada expressdo dos
marcadores CD90, CD105 e do CD 44, e baixa ou auséncia da expressao do
marcador CD34 e MHC Il, comprovando as caracteristicas esperadas das
CTMs.
- Os resultados obtidos com a baixa expressdo do MHC-Il das CTMs da
medula Ossea, tecido adiposo e corddo umbilical indicam que estas células
podem escapar do processo normal de reconhecimento de aloantigenos, uma
caracteristica vantajosa para o uso em terapia alogénica a partir de um banco
de células.

- Nas condigbes experimentais descritas, as CTMs da medula 6ssea e
tecido adiposo apresentaram melhores resultados na caracterizagao
imunofenotipica in vitro, quando comparadas com as CTMs do cordao

umbilical.
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ANEXOS

Anexo 1

TABELA 2

Valores percentuais individuais dos animais dos grupos CTM-MO, CTMA-TA e
CTM-CU pela técnica de citometria de fluxo, para os marcadores CD 90, CD
44, CD34, CD105 e MHC .

Animal / Grupo CD105 | CD90 CD 44 CD34 |MHCII

Animal 01 / GMO 99,44% | 96,05% |98,93% |0,07% |9,75%

Animal 02 / GMO 96,73% |99,02% |97,16% | 0,1% 6,9%

Animal 03 / GMO 96,37% |99,84% |94,90% |0,36% |9,97%

Animal 04 / GMO 98,29% |98,90% |95,36% |0,35% |2,71%

Animal 05 / GMO 97,45% | 97,12% |94,58% |0,02% |4,91%

Animal 06 / GTA 93,55% | 99,65% |94,98% |0,55% |11,35%

Animal 07 / GTA 99,14% |98,33% |94,64% |0,61% |2,06%

Animal 08 / GTA 96,83% | 99,43% |92,16% |0,30% |1,97%

Animal 09 / GTA 81,44% |99,24% |84,50% |3,44% |1,78%

Animal 10 / GTA 99,86% |99,58% |95,62% |1,13% |1,81%

Animal 11/ GCU 99,44% | 97,32% | 96,56% |0,52% | 13,91%

Animal 12 / GCU 97,62% |52,12% |99,03% |0,32% | 10,09%

Animal 13/ GCU 95,75% | 72,46% |96,49% |0,01% |0,71%

Animal 14 / GCU 92,54% |49,14% |89,13% |0,01% | 1,02%

Animal 15/ GCU 94,01% | 97,47% |98,86% |0,31% |7,92%

Animal 16 / GCU 86,06% | 37,84% |93,99% |0,01% | 1,90%
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If abbreviations are used in the text they should be defined in the text at first
use, and a list of abbreviations can be provided, which should precede the
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interests; they should also reveal any non-financial competing interests that
may cause them embarrassment were they to become public after the
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Authors are required to complete a declaration of competing interests. All
competing interests that are declared will be listed at the end of published
articles. Where an author gives no competing interests, the listing will read 'The
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acquisition of data, or analysis and interpretation of data; 2) have been involved
in drafting the manuscript or revising it critically for important intellectual
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letter and all notes (along with their corresponding letter) should be included in
the Endnotes section. Please format this section in a paragraph rather than a

list.
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All references, including URLs, must be numbered consecutively, in square
brackets, in the order in which they are cited in the text, followed by any in
tables or legends. Each reference must have an individual reference number.
Please avoid excessive referencing. If automatic numbering systems are used,
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included in the text and referred to as "unpublished observations" or "personal
communications" giving the names of the involved researchers. Obtaining
permission to quote personal communications and unpublished data from the
cited colleagues is the responsibility of the author. Footnotes are not allowed,
but endnotes are permitted. Journal abbreviations follow Index
Medicus/MEDLINE. Citations in the reference list should include all named
authors, up to the first 30 before adding 'et al."..
Any in press articles cited within the references and necessary for the
reviewers' assessment of the manuscript should be made available if requested
by the editorial office.
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« EndNote style file

« Reference Manager
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Examples of the Stem Cell Research & Therapy reference style are shown
below. Please ensure that the reference style is followed precisely; if the
references are not in the correct style they may have to be retyped and carefully
proofread.

All web links and URLs, including links to the authors' own websites, should be
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Kharitonov SA, Barnes PJ: Clinical aspects of exhaled nitric oxide. Eur
Respir J, in press.

Published abstract

Zvaifler NJ, Burger JA, Marinova-Mutafchieva L, Taylor P, Maini RN:
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[abstract]. Arthritis Rheum 1999, 42:s250.

Article within conference proceedings

Jones X: Zeolites and synthetic mechanisms. In Proceedings of the First
National Conference on Porous Sieves: 27-30 June 1996; Baltimore. Edited by
Smith Y. Stoneham: Butterworth-Heinemann; 1996:16-27.

Book chapter, or article within a book
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Lewin RA. New York: Chapman and Hall; 1993:53-76.

Whole issue of journal

Ponder B, Johnston S, Chodosh L (Eds): Innovative oncology. In Breast
Cancer Res 1998, 10:1-72.

Whole conference proceedings

Smith Y (Ed): Proceedings of the First National Conference on Porous Sieves:
27-30 June 1996; Baltimore. Stoneham: Butterworth-Heinemann; 1996.
Complete book

Margulis L: Origin of Eukaryotic Cells. New Haven: Yale University Press; 1970.
Monograph or book in a series

Hunninghake GW, Gadek JE: The alveolar macrophage. In Cultured Human
Cells and Tissues. Edited by Harris TJR. New York: Academic Press; 1995:54-
56. [Stoner G (Series Editor): Methods and Perspectives in Cell Biology, vol 1.]
Book with institutional author
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PhD thesis

Kohavi R: Wrappers for performance enhancement and oblivious decision

graphs. PhD thesis. Stanford University, Computer Science Department; 1995.
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Link / URL
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[http://tumor.informatics.jax.org/mtbwi/index.do]

Link / URL with author(s)

Corpas M: The Crowdfunding Genome Project: a personal genomics
community with open source values
[http://blogs.biomedcentral.com/bmcblog/2012/07/16/the-crowdfunding-
genome-project-a-personal-genomics-community-with-open-source-values/]
Dataset with persistent identifier

Zheng, L-Y; Guo, X-S; He, B; Sun, L-J; Peng, Y; Dong, S-S; Liu, T-F; Jiang, S;
Ramachandran, S; Liu, C-M; Jing, H-C (2011): Genome data from sweet and
grain sorghum (Sorghum bicolor). GigaScience.
http://dx.doi.org/10.5524/100012.

Clinical trial registration record with persistent identifier

Mendelow, AD (2006): Surgical Trial in Lobar Intracerebral Haemorrhage.
Current Controlled Trials. http://dx.doi.org/10.1186/ISRCTN22153967

Preparing illustrations and figures

lllustrations should be provided as separate files, not embedded in the text file.
Each figure should include a single illustration and should fit on a single page in
portrait format. If a figure consists of separate parts, it is important that a single
composite illustration file be submitted which contains all parts of the figure.
There is no charge for the use of color figures.

Please read our figure preparation guidelines for detailed instructions on

maximising the quality of your figures.

Formats

The following file formats can be accepted:
o PDF (preferred format for diagrams)
« DOCX/DOC (single page only)
o PPTX/PPT (single slide only)

« EPS
e PNG (preferred format for photos or images)
o TIFF

« JPEG
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« BMP
Stem Cell Research & Therapy will edit all figures supplied by the author. For
this reason it is especially important that authors should supply figures in vector
form, to facilitate such editing.
Figure legends
The legends should be included in the main manuscript text file at the end of the
document, rather than being a part of the figure file. For each figure, the
following information should be provided: Figure number (in sequence, using
Arabic numerals - i.e. Figure 1, 2, 3 etc); short title of figure (maximum 15
words); detailed legend, up to 300 words.
Please note that it is the responsibility of the author(s) to obtain
permission from the copyright holder to reproduce figures or tables that
have previously been published elsewhere.
Preparing a personal cover page
If you wish to do so, you may submit an image which, in the event of
publication, will be used to create a cover page for the PDF version of your
article. The cover page will also display the journal logo, article title and citation
details. The image may either be a figure from your manuscript or another
relevant image. You must have permission from the copyright to reproduce the
image. Images that do not meet our requirements will not be used.
Images must be 300dpi and 155mm square (1831 x 1831 pixels for a raster
image).
Allowable formats - EPS, PDF (for line drawings), PNG, TIFF (for photographs
and screen dumps), JPEG, BMP, DOC, PPT, CDX, TGF (ISIS/Draw).

Preparing tables

Each table should be numbered and cited in sequence using Arabic numerals
(i.,e. Table 1, 2, 3 etc.). Tables should also have a title (above the table) that
summarizes the whole table; it should be no longer than 15 words. Detailed
legends may then follow, but they should be concise. Tables should always be
cited in text in consecutive numerical order.

Smaller tables considered to be integral to the manuscript can be pasted into
the end of the document text file, in A4 portrait or landscape format. These will

be typeset and displayed in the final published form of the article. Such tables
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should be formatted using the 'Table object' in a word processing program to
ensure that columns of data are kept aligned when the file is sent electronically
for review; this will not always be the case if columns are generated by simply
using tabs to separate text. Columns and rows of data should be made visibly
distinct by ensuring that the borders of each cell display as black lines. Commas
should not be used to indicate numerical values. Color and shading may not be
used; parts of the table can be highlighted using symbols or bold text, the
meaning of which should be explained in a table legend. Tables should not be
embedded as figures or spreadsheet files.

Larger datasets or tables too wide for a landscape page can be uploaded
separately as additional files. Additional files will not be displayed in the final,
laid-out PDF of the article, but a link will be provided to the files as supplied by
the author.

Tabular data provided as additional files can be uploaded as an Excel
spreadsheet (.xIs ) or comma separated values (.csv). As with all files, please

use the standard file extensions.

Preparing additional files

Although Stem Cell Research & Therapy does not restrict the length and
quantity of data included in an article, we encourage authors to provide
datasets, tables, movies, or other information as additional files.

Please note: All Additional files will be published along with the article. Do not
include files such as patient consent forms, certificates of language editing, or
revised versions of the main manuscript document with tracked changes. Such

files should be sent by email to editorial@stemcellres.com, quoting the

Manuscript ID number.

Results that would otherwise be indicated as "data not shown" can and should
be included as additional files. Since many weblinks and URLs rapidly become
broken, Stem Cell Research & Therapy requires that supporting data are
included as additional files, or deposited in a recognized repository. Please do
not link to data on a personal/departmental website. The maximum file size for
additional files is 20 MB each, and files will be virus-scanned on submission.
Additional files can be in any format, and will be downloadable from the final

published article as supplied by the author.
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Certain supported files formats are recognized and can be displayed to the user
in the browser. These include most movie formats (for users with the Quicktime
plugin), mini-websites prepared according to our guidelines, chemical structure
files (MOL, PDB), geographic data files (KML).

If additional material is provided, please list the following information in a
separate section of the manuscript text:

o File name (e.g. Additional file 1)

« File format including the correct file extension for example .pdf, .xls, .txt,
.pptx (including name and a URL of an appropriate viewer if format is
unusual)

o Title of data

o Description of data

Additional files should be named "Additional file 1" and so on and should be
referenced explicitly by file name within the body of the article, e.g. 'An
additional movie file shows this in more detail [see Additional file 1]'.

Additional file formats

Ideally, file formats for additional files should not be platform-specific, and
should be viewable using free or widely available tools. The following are
examples of suitable formats.

« Additional documentation

o PDF (Adode Acrobat)
e Animations
o SWF (Shockwave Flash)
o Movies
o MP4 (MPEG 4)
o MOV (Quicktime)
o Tabular data
o XLS, XLSX (Excel Spreadsheet)
o CSV (Comma separated values)

As with figure files, files should be given the standard file extensions.
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Style and language

General

Currently, Stem Cell Research & Therapy can only accept manuscripts written
in English. Spelling should be US English or British English, but not a mixture.
There is no explicit limit on the length of articles submitted, but authors are
encouraged to be concise.

Language editing

For authors who wish to have the language in their manuscript edited by a
native-English speaker with scientific expertise, BioMed Central recommends
Edanz. BioMed Central has arranged a 10% discount to the fee charged to
BioMed Central authors by Edanz. Use of an editing service is neither a
requirement nor a guarantee of acceptance for publication. Please contact
Edanz directly to make arrangements for editing, and for pricing and payment
details.

Help and advice on scientific writing

The abstract is one of the most important parts of a manuscript. For guidance,

please visit our page on Writing titles and abstracts for scientific articles.

Tim Albert has produced for BioMed Central a list of tips for writing a scientific

manuscript. American Scientist also provides a list of resources for science

writing. For more detailed guidance on preparing a manuscript and writing in

English, please visit the BioMed Central author academy.

Abbreviations
Abbreviations should be used as sparingly as possible. They should be defined
when first used and a list of abbreviations can be provided following the main
manuscript text.
Typography

e Please use double line spacing.

o Type the text unjustified, without hyphenating words at line breaks.

e Use hard returns only to end headings and paragraphs, not to rearrange

lines.
« Capitalize only the first word, and proper nouns, in the title.
e All pages should be numbered.

e Use the Stem Cell Research & Therapy reference format.

« Footnotes are not allowed, but endnotes are permitted.
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e Please do not format the text in multiple columns.

« Greek and other special characters may be included. If you are unable to
reproduce a particular special character, please type out the name of the
symbol in full. Please ensure that all special characters used are
embedded in the text, otherwise they will be lost during conversion
to PDF.

Units

S| units should be used throughout (liter and molar are permitted, however).
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