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RESUMO

O trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia da terapia celular no tratamento
do endomeétrio de éguas com processo degenerativo crénico caracterizado pela
presenca de fibrose uterina. Foram utilizadas 10 éguas, de raca Quarto de
Milha com idade entre 14 e 23 anos, com massa corpoérea entre 400 a 600 Kg,
e bom escore corporal com histéricos reprodutivos de subfertilidade e grau
severo de fibrose uterina detectada previamente pelo exame histolégico
realizado por meio da biopsia endometrial. O material foi coletada no dia zero
(DO) antes do tratamento com células tronco mesenquimais (CTMs) e 15 dias
(D15), 30 dias (D30) e 60 dias (D60) ap6s o tratamento. As amostras foram
classificadas segundo o modelo proposto por Kenney & Doig (1986) em grau
de fibrose: Grau | - normal, Grau IlIA — inflamacéo cronica leve, Grau IIB —
inflamacéo cronica com infiltrado moderado, Grau Ill — inflamac&o cronica
degenerativa grave. Estas amostras foram submetidas a confeccdo de laminas
para coloracdo de Tricrbmio de Masson, Coloracdo de Hematoxilina e Eosina
(HE) e Imunohistoquimica. A pung¢do da medula éssea foi realizada em 10
éguas com idade entre 14 e 23 anos e 0 material coletado foi submetido ao
Laboratério. O cultivo celular in vitro foi realizado em meio DMEM alta glicose
em estufa com 37,5°C, em atmosfera umida contendo 95% de ar e 5% de CO..
Apos atingir a confluéncia de 80% na placa de cultivo, estas células foram
removidas e injetadas intra-endometrial com uma concentracdo de 2x10’
células\mL em um volume de 0,5 ml em 20 (vinte) diferentes pontos (sitio de
administracéo) espagados entre um centimetro, com o auxilio de endoscoépio
flexivel, totalizando um volume de 10 mL aplicado. Nas avalia¢cGes realizadas,
verificou-se diminuicdo significativa dos ninhos glandulares, mudanca
siginificativa de células polimorfonucleares de ausente no inicio do tratamento
(D0O) a moderado 60 dias ap6s (D60); alteracéo de células mononucleares indo
de leve no DO a moderado no D60; aumento significativo do numero de
glandulas endometriais; diminuicdo da marcacéao do colageno Il avaliado pelo
software tendo = 75% de fibrose no DO e < 24% no D60; diminuicdo da
intensidade de marcacéo do colageno Il avaliado pelo software entre o inicio e
apos o tratamento com CTMs; ndo houve alteracdo significativa em relagéo a
distribuicdo de colageno Il entre os momentos; porém houve tendéncia na
diminuicdo da area de colageno Il entre DO e D60. Assim, podemos concluir
gue que o tratamento com CTMs foi eficaz em melhorar a distribuicdo
glandular, e diminuir area de fibrose, sem promover processo inflamatorio
exacerbado.

Palavras-chave: Célula Tronco Mesenquimal, Endometrite, Eguas
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ABSTRACT

The study aimed to evaluate the efficiency of cell therapy in the treatment of
endometrial mares with chronic degenerative process characterized by the
presence of uterine fibroids. We used 10 mares bred Quarter Horses aged
between 14 and 23 years, with body mass between 400 and 600 kg, with good
body and reproductive history of subfertility and severe degree of uterine
fibrosis detected previously by histological examination performed by
endometrial biopsy. The material was collected on day zero (DO) before
treatment with mesenchymal stem cells (MSCs) and 15 days (D15), 30 days
(D30) and day 60 (D60) post-treatment. The samples were classified according
to the model proposed by Kenney & Doig (1986) in fibrosis: Grade | - normal,
Grade IIA - mild chronic inflammation, [IB Grade - moderate chronic
inflammatory infiltrate, Grade 1ll - severe degenerative chronic inflammation.
These samples were submitted for preparation of slides for staining Masson's
trichrome, hematoxylin and eosin staining (HE) and immunohistochemistry. A
bone marrow puncture was performed in 10 mares aged between 14 and 23
years and the collected material was submitted to the Laboratory. The in vitro
cell cultivation was performed in DMEM with high glucose kiln 37.5 ° C in
humidified atmosphere containing 95% air and 5% CO2. After reaching 80%
confluence on plate culture, these cells were removed and injected intra-
endometrial at a concentration of 2x107 cells \ ml in a volume of 0.5 ml for 20
(twenty) different point (site of administration) spaced of an inch, with the aid of
flexible endoscope, for a total volume of 10 ml applied. In the assessments,
there was a significant reduction in glandular nests, change polymorphonuclear
cell siginificativa absent at baseline (D0O) to moderate 60 days (D60);
amendment of mononuclear cells in going from mild to moderate in DO DG60;
significant increase in the number of endometrial glands, decreased collagen I
marking software and evaluated by = 75% and < DO fibrosis in 24% DG60;
decreased intensity staining of collagen Il evaluated by the software from the
beginning and after treatment with MSCs, there was no significant change in the
distribution ratio of collagen Ill between moments, but there was a trend in the
reduction of the area of collagen Ill between DO and D60. We conclude that
treatment with MSCs was effective in improving the glandular distribution, and
reducing the area of fibrosis without promoting inflammation exacerbated.

Keywords: Mesenchymal Stem Cell, Endometritis, Mares
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1- INTRODUCAO

A equideocultura Brasileira ocupa posicdo de destaque internacional ndo sé
pelo expressivo nimero de animais, sendo a segunda maior populacdo de eqlinos
puros de raca do mundo, como também pela exceléncia de seu plantel.
Adicionalmente, a indUstria do cavalo é uma importante area geradora de divisas e
empregos no Brasil. Nosso pais € hoje também um pais de referéncia no estudo e na
utilizacdo de biotécnicas aplicadas a reproducdo equina. Técnicas de reprodugéo
assistida como: a inseminacdo artificial, congelacdo de sémen e embriGes,
transferéncia de embribes (T.E.), transferéncia de odcito (T.O), Producdo de Embrido
invitro (P.1.V.), inseminacéo intracitoplasmatica (1.C.S.1.) e transferéncia de gametas
intra-falopiana (G.I.F.T.), tem despertado grande interesse entre criadores e
associagdes de criadores de cavalos.

Desta forma a falha da concepcdo tem sido assunto de grande interesse frente ao
seu impacto na equideocultura. Existem muitas razbes pelas quais éguas falham na
concepcao, estando a eficiéncia reprodutiva da fémea eqliina diretamente correlacionada
com a capacidade uterina de manter um ambiente adequado para o desenvolvimento
embrionario, crescimento fetal e parto normal. A endometrite € uma das principais
causas de reducdo da fertilidade em éguas (TROEDSSON, 1999; ALVARENGA,
1996).

A endometrite em éguas é dividida em: endometrite induzida pelo acasalamento,
infeccdo uterina por microorganismos e endometrite cronica degenerativa (LEBLANC,
2003; TROEDSSON, 1997; RICKETTS, 1987), tendo as alteracdes inflamatorias e
fibréticas do utero classificadas por Kenney & Doig, (1986), que dividiu-as em
categorias I, Il e 11l correspondendo como inflamagédo e ou fibrose, minima, discreta a
moderada e severa respectivamente.

Com o intuito de se aumentar a eficiéncia do tratamento destas afec¢des uma
série de procedimentos tem sido realizados. No entanto, algumas éguas denominadas
susceptiveis, ndo respondem bem aos tratamentos convencionais e ndo conseguem
debelar a infeccdo de uma forma eficiente, a qual se torna persistente, sub-clinica e/ou
cronica. Nestes animais com exacerbacdo do processo inflamatério se estabelece um
alto grau de fibrose peri-glandular, o que leva a queda dréstica da fertilidade da fémea
(KENNEY & DOIG, 1986).



O interesse na aplicagdo de terapia celular com células tronco, tem se tornado
uma ferramenta importante no tratamento de diversas afeccdes, merecendo, na espécie
eqliina, destaque das terapias celulares para lesdo de tenddo (FORTIER e SMITH,
2008). No entanto, a aplicacdo desta biotecnologia para re-introduzir animais sub-
ferteis de alto valor genético a reproducéo plena tem sido pouco explorada.

As células-tronco possuem a capacidade de se auto-regenerar e se diferenciar em
diversos tipos celulares. Estas células tém um papel importante no desenvolvimento dos
seres vivos e um enorme potencial de utilizacdo em medicina regenerativa. As células-
tronco classificam-se em embrionarias, obtidas da massa celular interna de embrides no
inicio de seu desenvolvimento e, somaticas, ou adultas, encontradas em tecidos ja
diferenciados de fetos, recém nascidos ou adultos (FRIEL et al., 2005). As células-
tronco somaticas podem ser obtidas da medula 6ssea, do sangue periférico, do corddo
umbilical, do tecido adiposo e do figado (HERZOG et al., 2003).

Células-tronco obtidas de medula 6ssea tém sido usadas na pratica médica como
fonte de células hematopoiéticas e os transplantes de medula fazem parte do tratamento
de doencas hematologicas ha varias décadas. As ceélulas-tronco hematopoiéticas
promovem a reconstituicdo hematopoiética e de outros tecidos, estando presentes no
embrido, sangue periférico, medula éssea e sangue do corddo umbilical (HERZOG et
al., 2003).

Mais recentemente observou-se que na medula 6ssea ha um outro tipo de
células-tronco—denominada célula tronco mesenquimal (CTM) que tém alta capacidade
de se renovar e diferenciar em varias linhagens de tecido conjuntivo. Em determinadas
condi¢des, as CTM podem dar origem a células de diversos tecidos incluindo
cartilagem, osso, musculo e gordura (REYES, et al., 2001). Alem da medula 0ssea,
CTM podem ser isoladas também do tecido adiposo, de varios tecidos fetais e
numerosos outros tecidos de adultos. A propriedade basica que permite o isolamento e a
cultura de células-tronco mesenquimais é sua facilidade de aderir a superficies como
vidro e plastico (CONRAD & HUSS, 2005).

A terapia celular visa a recuperacdo de tecidos e drgdos lesados por meio da
introducdo de novas células, capazes de colonizar as éareas afetadas e restabelecer a
fungdo previamente perdida. Esta terapia possibilita o tratamento de doencgas
degenerativas, congénitas, traumas e injdrias das mais variadas etiologia. Trabalhos
recentes demonstram que o uso das células tronco diminui a fibrose hepatica

promovendo significativa melhora clinica de humanos acometidos por problemas



hepaticos (LYRA et al. 2007; FANG et al. 2004). Desta forma, o uso da terapia com
células tronco apresenta-se como uma possivel ferramenta no tratamento regenerativo
do processo degenerativo cronico endometrial em éguas caracterizado pela presenca de

fibrose uterina.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 Endometrite na égua

A endometrite € uma doenca uterina que envolve inflamacao, fibrose e muitas
vezes infeccdo do endométrio de éguas, sendo uma das causas mais importantes e
frequentes de infertilidade e de baixa eficiéncia reprodutiva nos criatérios de cavalos
(ALVARENGA, 1996; TROEDSSON, 1999).

A infeccdo do trato reprodutivo agrava-se em éguas mais velhas, principalmente
apds cobertura, parto e excessivas coletas de embrides mal manejadas (LOSINNO &
ALVARENGA, 2006). No entanto, a mucosa do trato reprodutivo possui um sistema
imune pelo qual bactérias, fungos, sémen e contaminantes como fezes e urina sdo
retirados do Utero por uma combinacdo entre os fatores celulares e humorais
(ALVARENGA, 2008). Além disso, mecanismos de drenagem linfatica também atuam
na limpeza do ambiente uterino. Quando existe falha ou incompeténcia em qualquer um
desses mecanismos naturais de defesa, a endometrite pode se instalar levando a
infertilidade (LEBLANC, 2003, ASBURY, 1986).

Baseado na etiologia e patogenia, a endometrite em éguas ¢ dividida em:
endometrite induzida pela cobertura, infeccdo uterina por microorganismos e
endometrite crbnica degenerativa (LEBLANC, 2003; TROEDSSON, 1997;
RICKETTS, 1987).

Nas endometrites induzidas pela cobertura, o tratamento para as éguas
susceptiveis é baseado na rapida remocao dos fluidos inflamatérios acumulados no
utero. Isto pode ser feito com lavagem do utero para remover debris e pela
administracdo de drogas que estimulem a contragdo da musculatura uterina. Alteracoes
degenerativas do endométrio sdo resultantes de inflamacgéo repetida do Utero, porém,
também podem ser observadas em fémeas mais velhas relacionado a idade do animal.
Eguas com degeneracdo fibrotica do endométrio sdo tipicamente mais idosas e
pluriparas. Geralmente sua habilidade para se tornar gestante e levar a gestacdo a termo
¢ altamente comprometida (TROEDSSON, 1997; ALVARENGA, 1996;). O
diagndstico para essa enfermidade é confirmado por citologia e bidpsia endometrial
(TROEDSSON, 1999; ALVARENGA & IWANA de MATTOQOS, 1990).

As alteracGes inflamatdrias e fibroticas do Utero foram classificadas por Kenney
& Doig, (1986), dividindo-as em categorias I, Il e 111 correspondendo como inflamagao



e ou fibrose, minima, discreta a moderada e severa respectivamente. As reacoes
inflamatérias crénicas podem envolver tanto o estrato compacto como o estrato
esponjoso, sendo frequentemente encontradas com distribuicdo difusa ou multifocal. No
estroma, as reacOes podem compreender tanto regibes periglandulares como vasos
sanguineos, veias e capilares. A patogénese da fibrose periglandular € desconhecida
apesar de a idade, paricdes e aplicacbes medicamentosas causticas serem fatores
contribuintes para este problema. O infiltrado inflamatorio presente nas endometrites
cronicas é composto por linfocitos e menos comumente por plasmocitos, eosinofilos e
mastocitos (KENNEY & DOIG, 1986).

Quando se inicia um processo inflamatorio, ocorre liberacdo de mediadores
quimicos da inflamacéo que induzem alguns eventos como aumento do fluxo sanguineo
e da permeabilidade vascular ocasionado pela liberagdo de substéancias vasoativas como
a histamina liberada pelos mastdcitos, quimiotaxia que € um fenémeno pelo qual os
tipos celulares sdo atraidos por algumas moléculas, além de ser responsavel pela
migracdo de grandes quantidade de tipos celulares especificos para as regides de
inflamacéo e acdo dos leucdcitos que cruzam as paredes de vénulas e capilares pelo
processo de diapedese, invadindo a area inflamada ocorrendo a fagocitose
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

No Utero de éguas que apresentam endometrite aguda, ocorre 0 predominio de
neutrofilos polimorfonucleares no estrato compacto e entre as celulas do epitélio
luminal, migrando para o limen uterino (KENNEY & DOIG, 1986). Em casos mais
severos, 0s neutréfilos podem ser encontrados em camadas mais profundas da lamina
propria, com a presenga de glandulas dilatadas contendo neutréfilos degenerados
(DOIG & WAELCHLLI, 1992).

Nas endometrites cronicas, ocorre predominio de células mononucleares,
linfécitos e plasmaécitos, ndo sendo tao frequente a presenca de macréfagos, eosinéfilos
e mastdcitos. As infiltracbes celulares cronicas aparecem de forma difusa ou focal no
estrato compacto e no estrato esponjoso (periglandular e perivascular), aléem da fibrose
que é permanente e representa um fator limitante a performance reprodutiva da égua
(KENNEY & DOIG, 1986).

2.2 Terapias Aplicadas & Endometrite Cronica Degenerativa na Egua
Apds corrigir os defeitos anatdmicos relacionados & instalacdo da

endometrite. Alguns tratamentos séo utilizados com o objetivo de reduzir a inflamacao e



0 numero de bactérias no utero ( LOSINNO & ALVARENGA, 2006; LANGONI et al,
1999; ASBURY, 1986).

Admitindo-se que a causa da doenga uterina seja um microorganismo e que este
seja identificado e determinada sua sensibilidade aos antimicrobianos, o tratamento
pode ser iniciado (TROEDSSON, 1997). Infec¢bes uterinas provocadas por fungos séo
dificeis de serem tratadas. O uso de clotrimazol e lavagem uterina utilizando iodo
povidine diluido a 0,05% tem sido descrito como sendo tratamento eficaz para este tipo
de infeccdo (LYLE, 2003), assim como mais recentemente o fluoconazol
(ALVARENGA, 2008).

Muitos tratamentos ja foram utilizados na tentativa de melhorar as condigdes
uterinas em processos degenerativos caracterizados por fibrose, mas nenhum resultado
consistente foi obtido. A irritacdo mecanica e quimica do endometrio foi o tratamento
mais utilizado no passado, no entanto, a utilizagdo desses métodos pode produzir ainda
mais tecido cicatricial dificultando o reparo tecidual e conseqlientemente diminuindo a
popularidade desses métodos (THRELFALL & IMMEGART, 2000). O prognostico
para a reprodugdo de um animal com fibrose degenerativa do Utero é pobre e na grande
maioria das vezes os animais devem ser descartados da reproducdo (TROEDSSON,
1997).

O dimetilsulféxido (DMSO) por via intra-uterina foi utilizado para tratar muitas
afeccOes uterinas. Estudos sobre seu efeito no Utero indicam que em altas concentragoes
é um grave irritante e que provoca ulceracdes e inflamagdo ap6s o uso em forma de
infusdo e, portanto, ndo deve ser utilizado (THRELFALL & IMMEGART, 2000).

A curetagem endometrial como tratamento da infertilidade em éguas foi descrito
por Haraszti (1961) e foi eficaz em éguas endometrite cronica degenerativa conforme
relatado por Ricketts (1985). Embora a existéncia de dobras endometriais limite
severamente a area que pode ser curetada, certo efeito benéfico foi observado
(HARASZTI, 1961). Alternativas quimicas para o mecanismo de curetagem foram
realizadas com o objetivo de remover uma camada de endometrio possibilitando uma
renovagdo por um tecido funcional semelhante ao que ocorre na mulher, porem a
infusdo intra-uterina como de iodo povidine induziu inflamagdo intensa e aderéncias
intra-uterinas, gerando severa fibrose persistente (ARRUDA et al., 2003).

Bracher et al., (1991), ao estudarem o efeito intra-uterino da infusédo de
querosene (50mL) no endométrio observaram niveis de moderada a severa inflamagéo

inicialmente apds a infusdo, sendo que metade das amostras apresentaram suave a



severa necrose do epitélio luminal, sem ocorrer melhora do processo degenerativo. As
glandulas endometriais apresentaram-se mais ativas em todas as éguas, e células
mononucleares dominaram o infiltrado celular. Entre os dias 14 a 21 apés a infuséo, o
infiltrado celular retornou-se ao nivel do pré-tratamento, entretanto a atividade
glandular chegou ao normal por volta do dia 14 e diminuiu superficialmente por volta
do dia 21 pds tratamento com querosene, sem ocorrermelhora do processo degenerativo
(MARTINS & PIMENTEL, 2006).

2.3- Células tronco

Apesar da grande diversidade de células que podem ser reconhecidas em tecidos
de um adulto, todas derivam de uma unica célula-ovo, apos a fecundacdo de um odcito
por um espermatozdide. Apesar do zigoto totipotente dividir-se formando células
idénticas, muito precocemente, ocorre a diferenciagdo em dois tipos de tecido, o
trofoblasto e o embrioblasto, restringindo a capacidade de diferenciagdo (ZAGO &
COVAS, 2006).

Na maioria dos tecidos adultos existem reservas de células com capacidade de
multiplicar-se, diferenciando-se naquele tecido a que pertencem e a0 mesmo tempo
mantendo uma propria reserva de células indiferenciadas. Essas células-tronco tecido-
especificas sdo as responsaveis pela manutencdo da integridade dos tecidos adultos, pelo
reparo dos tecidos lesados e pela remodelagdo dos tecidos e 6rgdos. As células
progenitoras capazes de diferenciar-se em tecidos adultos especializados sdo
denominadas células-tronco (ZAGO & COVAS, 2006).

Células-tronco sdo um tipo de células indiferenciadas, sem funcao especifica nos
tecidos, capazes de multiplicar-se se mantendo indiferenciadas por longos periodos
(tanto in vitro como in vivo), mas que diante de estimulos especificos podem
diferenciar-se em células maduras e funcionais dos tecidos. As células-tronco tém a
propriedade fundamental de divisdo assimétrica, ou seja, a0 mesmo tempo em que
originam células precursoras com capacidade de diferenciacdo restrita a um
determinado tecido, produzem células indiferenciadas que repdem a populacdo de
celulas-tronco (REYES, et al., 2001).

Estas células (células-tronco) se diferem de outras células do organismo por

apresentarem trés caracteristicas: sdo células indiferenciadas e ndo especializadas; séo



capazes de se multiplicar por longos periodos mantendo-se indiferenciadas, de forma
que um pequeno nimero pode originar uma grande populacdo de células semelhantes;
sdo capazes de se diferenciar em células especializadas de um tecido particular. Em
esséncia, as células-tronco sdo capazes de realizar “divisdes assimétricas”, ou seja,
podem originar células que permanecem indiferenciadas, repondo o pool de células-
tronco, ou alternativamente podem se diferenciar em células especializadas (ZAGO &
COVAS, 2006).

As células-tronco classificam-se em embrionarias, obtidas da massa celular
interna de embrides no inicio de seu desenvolvimento e, em somaticas encontradas em
tecidos ja diferenciados de fetos, recém nascidos ou adultos (FRIEL et al., 2005).
Células-tronco embrionarias podem ser classificadas em totipotentes, quando sdo
obtidas de embrifes no estagio de até 8 células ou pluripotentes derivadas da massa
celular interna de blastocisto no periodo pré-implantacdo. As células totipotentes podem
se diferenciar em qualquer tecido do organismo, incluindo a parte fetal da placenta. Por
outro lado, as células pluripotentes apresentam capacidade de se diferenciar em
qualquer tipo de tecido originado a partir de uma das trés camadas germinativas
(ectoderme, mesoderme e endoderme), mas nao se diferenciam nos tecidos placentarios
(BENJAMIM et al., 2000).

As células-tronco somaticas ou de individuos adultos podem ser divididas, de
acordo com sua capacidade regenerativa em ceélulas multipotentes, que podem originar
varios outros tecidos originados da mesoderme. As principais fontes de células-tronco
multipotentes sdo a medula 6ssea, o0 sangue periférico, o corddao umbilical, o tecido
adiposo e o figado (TAYLOR et al, 2007).

Mais recentemente observou-se que na medula éssea ha outro tipo de células-
tronco — denominada célula tronco mesenquimal (CTM) que possui alta capacidade de
se renovar e diferenciar em varias linhagens de tecido conjuntivo. Em determinadas
condicGes, as CTM poderiam dar origem a células de diversos tecidos incluindo tecido
adiposo, cartilagem, osso e musculo (CONRAD & HUSS, 2005). Embora a medula
Gssea sirva como um reservatorio primario de CTM, a presenca destas tem sido
reportada em uma variedade de outros tecidos. Isto inclui o peridsteo e tecido adiposo, o
conjuntivo muscular, medula dssea fetal, figado e sangue. Ha evidéncias de que a
frequiéncia destas células na medula dssea de seres humanos declina com a idade. Sua
freqiiéncia em recém-nascidos é de 1/10, a qual diminui para % x 10° em uma pessoa de
80 anos de idade (FIBBE, 2002).



Muitos pesquisadores tém descrito técnicas para o isolamento de CTM de
animais e seres humanos adultos a partir da medula 6ssea. Estas células tém a
capacidade de apresentar extensiva replicacdo sem apresentar diferenciacdo (capacidade
de auto-renovacgédo), e possuem um potencial de desenvolvimento de multilinhagens
(BRUDER, 1998). E esta capacidade de auto-renovacdo que faz das células-tronco
particularmente Gteis na medicina, pois isto, em teoria, poderia proporcionar uma fonte
ilimitada de material doado para transplantes (HENG et al., 2004).

A puncéo da medula 0ssea pode ser realizada do esterno, costelas, pélvis, cranio,
Umero, fémur e tibia, pois nesses locais ha constante funcdo hematopoiética. Em
equiinos, o esterno € o sitio de escolha para a técnica, pois a atividade hematopoiética
persiste na esternébra por toda a vida do animal. Essa regido é coberta por massa
muscular delgada, e a cavidade medular é coberta por uma fina camada de 0sso,
facilitando o acesso. Séo recomendadas agulhas especiais para a coleta da medula 6ssea
e dentre elas estdo incluidas as agulhas modelo Rosenthal, Illinois sternal, Jamshidi e
Komiyashiki. A aspiragdo é realizada com seringa descartavel contendo heparina
sodica. Como o material da seringa contem anticoagulantes, sua observacéo sobre uma
placa de Petri revela a presenca de particulas de medula, também chamadas de
espiculas. Sua presenca confirma a origem medular da amostra obtida (KATHELEEN,
2000). O material obtido é bastante heterogénio e contém grande diversidade de células,
incluindo células maduras do sangue, linfocitos, fragmentos de estroma e gordura, além
das células-tronco hematopoéticas, responsaveis pela recuperacdo do tecido
hematopoético, além da CTM. A suspensdo celular pode ser transfundida para o
receptor sem processamento adicional, (apenas uma filtragem para eliminar fragmentos
maiores) ou pode-se proceder a varios tipos de fracionamento seguidos de cultivo in
vitro.

O tecido adiposo também representa uma fonte, relativamente abundante, e de
facil acesso para a obtencdo de células de alta capacidade proliferativa e grande
potencial de diferenciacdo em multilinhagens celulares (HONG et al., 2006). Celulas
estromais derivadas do tecido adiposo sdo uma populacéo celular heterogénia, incluindo
endotélio, epitélio, pré-adipdcitos e alguns progenitores celulares como as CTMs. Esses
progenitores tém mostrado possuir um multiplo potencial de diferenciacdo similar as
células-tronco mesenquimais derivadas da medula ¢ssea (HONG et al., 2006; ZUK et
al., 2001).
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As células obtidas do lipoaspirado também exibem um potencial celular de
multilinhagem in vitro, havendo sua diferenciacdo em células adipogénicas,
osteogénicas, condrogénicas e miogénicas quando, em cultura, estdo presentes certos
fatores de diferenciacdo estabelecidos para linhagens especificas (HONG et al., 2006;
ZUK et al., 2001).

O primeiro método in vitro de isolamento de células progenitoras foi realizado
do tecido adiposo da cauda de um rato, apds a fragmentacdo do tecido, seguido de
digestdo com colagenase tipo 1 a 37°C, e separando os diferentes componentes celulares
por centrifugacdo. O sobrenadante continha adipocitos maduros, que flutuavam devido a
sua alta concentracdo de lipideos. Ja a por¢do sedimentada continha os componentes do
estroma vascular, que incluem os adipdcitos, células progenitoras em adicdo a linhagem
celular hematopoiética (GIMBLE & GUILAK, 2003).

Comparando as células-tronco mesenquimais (CTM) derivadas da medula 0ssea,
com as CTM derivadas do tecido adiposo ambas possuem um potencial de
diferenciacdo em tecidos de origem mesodermal. Porém, de acordo com alguns autores,
h& uma maior facilidade na obtencéo do tecido adiposo e no isolamento de suas células
(GUN-II et al. 2005, NATHAN, et al. 2003, ZUK, et al. 2002 e 2001).

Células-tronco mesenquimais podem ser cultivadas e expandidas in vitro, a
partir de varios tecidos. O cultivo dessas células se baseia na habilidade das CTM de
aderirem ao plastico do frasco e formar coldnias. A capacidade de aderéncia da CTM é
usada para separar essas células das celulas hematopoiética, as quais ndo aderem ao
frasco. A separagdo ocorre quando ha troca de meio de cultura (TAYLOR et al, 2007),
mas nao se pode afirmar que todas as células aderidas sdo CTM.

O cultivo da CTM para o uso na terapia celular € bem conhecido e realizado com
freqiiéncia. Atualmente ja existem estudos realizados em equinos contem informagdes
sobre a caracterizacdo dessas células antes do implante, ou sobre a sobrevivéncia e
funcionalidade das células implantadas (FORTIER& SMITH, 2007). Estudos
citomorfolégicos e citoquimicos sdo metodos classicos para caracterizar e classificar
células hematopoéticas, porém técnicas de imunocitoquimica e imunofenotipagem
(anticorpos monoclonais) tém promovido um avanco na definigdo e classificagdo de
células sangliineas, particularmente aquelas de baixo grau de diferenciacao
(GRINDEM, 1996). Os anticorpos monoclonais conjugados com compostos

fluorescentes, tais como o isotiocianato de fluoresceina ou ficoeritrina, podem ser
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incubados com as celulas a serem analisados, permitindo sua identificacdo e
quantificacdo citofluoromeétrica (GRINDEM, 1996).

Em um estudo pioneiro sobre células-tronco do sangue de corddo umbilical,
NAKAGE (2005) quantificou as células-tronco hematopoéticas do sangue do cordao
umbilical de caes neonatos pela expressao do anticorpo monoclonal canino CD34 pelo
protocolo ISHAGE de citometria de fluxo (McSWEENEY et al., 1998), demonstrando
ser este Ultimo um método simples, rapido, sensivel e eficaz para avaliacdo de células-
tronco de cdes. A citometria de fluxo é um recurso emergente na Clinica Médica
Veterinaria, que permite uma analise rapida, objetiva e quantitativa de células em
suspensdo (FALDYNA, 2001).

Atualmente, nenhum fenétipo Unico foi identificado que permita o isolamento de
precursores de CTM com um potencial previsivel de desenvolvimento. O isolamento e
caracterizacdo destas células, entretanto, ainda dependem primariamente de sua
habilidade em aderir ao plastico e sua potencial adesdo. Pittenger et al. (1999) isolaram
células em aspirados de medula 6ssea de doadores voluntarios com caracteristicas de
celulas tronco mesenquimais humanas. Estas células apresentaram fendtipo estavel e
permaneceram como monocamada in vitro, podendo ser diferenciadas exclusivamente
em linhagens adipociticas, condrociticas e osteociticas.

O uso de marcadores de superficie tem sido utilizado como método de
identificacdo da imunofenotipagem, um método aceito para a diferenciacdo de linhagens
de células-tronco sométicas (FORTIER, 2005). CTM carregam proteinas de superficie
que podem ser reconhecidas por anticorpos especificos e, portanto podem ser utilizados
na caracterizacdo dessas células. CTM de humanos e ratos expressam CD105, CD73,
CD44, mas nédo expressam CD45 e CD31. Em adi¢éo a isso, é consenso que as CTM
cultivadas e expandidas sdo negativas para CD34 (COPLAND et al, 2007).
Infelizmente, a maioria desses marcadores ainda ndo foi validada como marcadores de
superficie para equinos e ha evidencias que alguns anticorpos ndo possuem reagdo
cruzada com o cavalo (TAYLOR et al, 2007).

2.4. Terapia com células tronco obtidas da medula éssea.

A exploracdo da diferenciacdo das células-tronco como terapéutica é feita sob
forma de implante celular, ou na bioengenharia voltada para transplantes. Este novo
campo de conhecimento € chamado de Medicina Regenerativa.
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A medicina regenerativa tem sido utilizada em animais de laboratorio e em
humanos em doencas do miocardio (BIRGT et al., 2006), doencas vasculares
(BHATTACHARYA et al., 2000), doengas hepaticas (FANG et al. 2004) e doencas do
tecido 0sseo (ARINZEH et al., 2003), entre outros. Alem disso, em equinos, a terapia
celular tem apresentado resultados benéficos na recuperacéo de cartilagem (FORTIER&
SMITH, 2007) e nas tendinites (FORTIER e SMITH, 2008).

Diversas oportunidades terapéuticas para o uso de pool de células tronco adultas
podem ser reconhecidas. Uma melhor compreensdo do pool de células tronco leva ao
isolamento e expansdo de celulas tronco multipotentes ex vivo, e sua utilizacdo em
reparacdo tecidual por modo relativamente simples, incluindo injecdo local ou por
métodos mais complexos como a geracdo de porcBes de tecido de substituicdo e
subsequente implantacdo local (LUYTEN, 2004). A utilizacdo de CTM adultas em
terapias celulares humanas depende do estabelecimento de estudos pré-clinicos com
outros mamiferos como o camundongo e animais domésticos (TROPEL et al., 2004).

Na medicina regenerativa, a melhora da cicatrizacdo pode ser realizada pelo
fornecimento dos elementos celulares requisitados durante o processo, garantindo a
geracdo de novas células. Também € necessaria a producdo de estruturas
supramoleculares, ou seja, matriz extracelular que providencie a organizacao espacial
plenamente funcional dos novos tecidos gerados e sua integracdo sistémica
(LEVENBERG et al., 2003).

Segundo Olivares et al (2004), a utilizacdo de células tronco da medula éssea no
tratamento de ratos que apresentavam infarto do miocardio com a presenca de fibrose na
parede do ventriculo esquerdo, demonstrou-se satisfatorio na regeneracdo do miocardio
e consequentemente melhora do funcionamento do coragdo. Exames histoldgicos
constataram que apos a utilizacdo de células tronco mesenquimais aut6logas no tecido
de cicatrizacdo no miocardio, houve a melhora do funcionamento cardiaco através da
formacdo de novos musculos e vasos sanguineos apds 4 semanas da infusdo de 1-3 x
10° células. O mesmo foi observado por Orlic et al. (2001) na melhora da funcéo
ventricular e na formagdo de novas fibras musculares em camundongos infartados
tratados com células tronco mesenquimais. Além disso, células tronco mesenquimais
purificadas obtidas de medula 6ssea podem adquirir o fenétipo de células endoteliais
vasculares ou células epidermais apos cultura in vitro e inducdo com EGF e TGF (FU et
al., 2006).
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Estudos recente também demonstraram que a infusdo de células tronco autélogas
da medula éssea por infusdo intracoronaria ou intramiocardia em pacientes que
possuiam miocardiopatias chagasica reverteu a disfungdo ventricular pés-parto, pois
houve a regeneracdo dos midcitos cardiacos, estimulo da neovascularizacdo na area
infartada, melhora e perfusdo isquémica crénica e aumento da fungédo sistolica do
ventriculo esquerdo (BIRGT et al., 2006). O mesmo ja tinha sido observado por Vilas-
Boas et al., (2004) em pacientes humanos que possuiam a doencas de chagas e que
foram submetidos ao mesmo procedimento, demonstrando melhora na funcdo cardiaca e
na qualidade de vida apds a infuséo das células tronco.

Da mesma forma foi relatado melhora na funcdo cardiaca em camundongos que
possuiam doenca de Chagas crénica apdés a adminstracdo de células tronco
mononucleares autdlogas da medula ¢ssea, apresentando reducdo no namero de células
inflamatarias e no grau de fibrose do coracdo quando comparados com o0 grupo que ndo
recebeu o tratamento apresentando (SOARES et al., 2004).

Nos camundongos com cirrose hepatica apds a administracdo das células tronco
mesenquimais, foi observado aceleragdo no processo de regeneragédo do figado, reducgéo
na fibrose hepéatica e melhora no funcionamento do 6rgédo (LYRA et al. 2007). Ja em
outro estudo também utilizando o mesmo modelo experimental de animais, houve a
inducdo de uma doenca semelhante a cirrose hepética através da dieta a base de
tetracloreto de carbono e alcool, e uma fibrose induzida pela infeccdo cronica do

Schistosoma mansoni,, observando assim a reducdo de 60% da fibrose hepéatica nos
animais apés o tratamento com células tronco (FANG et al. 2004).

Dados de pesquisas realizadas in vivo sugerem que as CTMs melhoram a
cicatrizagdo tendinea em modelos de tendinite induzida por colagenase (YAMADA et
al, 2011, SCHNABEL et al., 2009; CARVALHO, 2009)

Em eqlinos, Barreira (2005) avaliou os efeitos do implante autélogo de CTM de
medula 6ssea na cicatrizacdo tendinea, comparando tend@es tratados com tenddes do
grupo controle. Resultados como aumento do infiltrado inflamatdrio celular, abundéancia
da matriz, diminuicdo da necrose, discreto aumento no indice de proliferacdo celular
(Ki- 67, clone MIB1) e menor imunomarcagdo do TGF-R1 caracterizam a aceleragédo do
reparo tendineo no grupo tratado, o que também foi observado por Crovace et al.
(2012). O periodo ideal para o implante celular é apds a fase inflamatoria, mas antes da
fase de formacédo de tecido fibroso (CARVALHO et al. 2011; FORTIER & SMITH,
2007).
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Apesar da intensa capacidade regenerativa das CTM no reparo dos tecidos acima
citados, a medicina regenerativa utilizando CTM ainda ndo foi aplicada no tratamento
de lesdes endometriais. E conhecido que as CTM participam do processo de
crescimento, remodelacdo e cicatrizacdo tecidual (YAMADA et al. 2011;
RICHARDSON, 2005). As celulas-tronco sdo mantidas quiescentes até receberem
estimulo do ambiente para iniciarem sua diferenciacdo. Este estimulo pode ocorrer
durante o processo de cicatrizacdo (PERIN et al., 2003). De fato, o implante das CTM
causa 0 aumento do niamero de células progenitoras que normalmente estdo presentes no
tecido afetado, aumentando assim, seu potencial da regeneracdo (FRONTIE &
TRAVIS, 2011; CROVACE, 2010; FORTIER & SMITH, 2007). Desta forma este
projeto levanta a hipdtese de que o uso da terapia celular com CTM serad benéfico na

recuperacao de lesdes endometriais crénicas em equinos.

3 OBJETIVO

2.1 Avaliar a eficiéncia da terapia celular no tratamento do

endométrio de éguas com processo degenerativo crénico caracterizado pela

presenca de fibrose uterina.
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4. pré-Experimento: CARACTERIZACAO E VIABILIDADE DAS CELULAS TRONCO
MESENQUIMAIS OBTIDAS DA MEDULA OSSEA E DO TECIDO ADIPOSO

O pré-experimento tem como objetivo isolar e caracterizar, através de marcadores de

superficie as células-tronco mesenquimais da medula 6ssea e do tecido adiposo de equinos e
avaliar o potencial de crescimento in vitro de células tronco mesenquimais obtidas da medula

6ssea e do tecido adiposo.

4.1 Material e Métodos

O experimento com os animais foi realizado no Posto de Monta da Fazenda Lajeado —
UNESP — localizado no municipio de Botucatu (LAT.22° S e LONG. 48° W), estado de S&o
Paulo, sendo que o cultivo das células tronco mesenquimais foi realizado no laboratério de
Reproducdo Avancada e Terapia Celular (LANCA) do Departamento de Reproducdo Animal
da FMVZ — UNESP- Botucatu, SP.

4.1.2 Coleta e Cultivo das Células Tronco da Medula Ossea
a) Punc&o aspirativa da Medula Ossea
Foram aspiradas as medulas 0sseas de 10 éguas de raca indefinida com idade entre 4 e
23 anos, em boas condigdes corporais, recebendo 4Kg/dia de racdo dividos em dois tratos;
10Kg/dia feno cost-cross (Cynodon dactylon); suplementacdo mineral (70g/dia) e livre acesso

a pasto e bebedouro.

Previamente a aspiracdo da medula 0ssea, os animais foram mantidos em estacéo,
contidos em tronco e sedados com 0,5mg/kg de Xilazina®. Apés foram tricotomizados em
uma area de 5 x 20 cm na regido referente ao 0sso esterno de cada animal. Localizada a 5°
(Quinta) esternebra, realizou-se o bloqueio anestésico local com 10 ml de cloridrato de
lidocaina, seguido de anti-sepsia local.

A puncdo aspirativa da medula dssea (MO) foi realizada conforme a metodologia
modificada de Barreira et al (2008). Para isso, utilizamos uma agulha de puncdo de medula
6ssea em equinos, modelo Jamshidid, de calibre oito e 12 cm de comprimento (figura 01- A).
Uma vez bem fixa a agulha dentro do esterno (figura 01 - B), removemos o mandril e
realizamos a aspiracdo do sangue da medula Gssea com auxilio de uma seringa de 20mL
(figura 01- B) contendo DPBS? (5ml) e heparina® (1ml) a 5000 UI/mL que foram destinadas

para o cultivo celular.

! Xilestesin 2%. Cristélia, Itapira, SP
2 PBSR 1x, LGC Biotecnologia, BRA
® HemofolR, Cristalia, BRA
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As amostras foram identificadas e encaminhadas ao Laboratério de Reproducédo
Avancada e Terapia Celular (LANCA) do Departamento de Reproducdo Animal (UNESP,
Botucatu, SP) para a separacdo da fragcdo mononuclear, realizacdo do cultivo celular e
identificacdo da viabilidade celular por meio da coloracdo de tripan blue contadas em camara

de Newbauer.

Figura 01: Agulha de puncdo de medula d¢ssea da marca Jamshid (A) e coleta da Medula
Ossea (MO) do esterno da égua com seringa contendo Heparina e DPBS (B)

b) Isolamento e cultivo das células tronco mesenquimal da medula 6ssea
Apos a coleta da medula dssea e o encaminhamento até o laboratdrio, o sangue obtido
da medula dssea foi filtrado em um equipo de transfusdo’ sanguinea humano para retirada dos
coagulos (figura 2A) posteriormente centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos para retirada do
soro e gordura (figura 2B).

A B

Figura 02: Filtragem das amostras de sangue com Equipo para transfusdo sanguinea
(A) e centrifugacdo a 1500rpm (B).

O material obtido foi ressuspendido na proporcéo 1/1 em DMEM alta glicose? com L-

glutamina sem soro (Gibco), e transferido para outro tubo de 15 mL contendo 4 mL de
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gradiente de densidade Ficoll-Paque® premiun 1073% (densidade 1.077 g/mL-Amersham
Biosciences) (diluicdo Ficoll: meio de 1:1), centrifugado a 1500 rpm durante 40 minutos a
temperatura ambiente. Apds a centrifugacdo, formou-se um “halo” transparente no meio do

tubo como demonstrado na figura 03 “D” correspondente a células tronco mononucleares.

A B

Figura 03: Amostra da medula 0ssea junto com o gradiente de densidade “Ficoll”
antes da centrifugacdo (A) e apds a centrifugacdo em 1500 rpm, presenca de ‘“halo”

transparente constituido de células mononucleares (B)

Este “halo” foi coletado na interface Ficoll-células e ressuspendido em meio DMEM
sem soro. O material foi novamente centrifugado a 1.500 rpm durante 10 minutos, repetindo
este procedimento por 2 vezes para total retirada do Ficoll. Ap6s a lavagem, o pellet foi
ressuspendido em 1 mL de DMEM com 20% de soro fetal bovino, e as células foram contadas
em camara de Newbauer. As células foram entdo plaqueadas em frascos de 25 cm?, com 5 mL
de meio DMEM alta glicose com L-glutamina e 10% SFB e 10% soro Knockout contendo
penicilina, estreptominica (1%) e anfotericina B (1,2%)' a 37,5°C, em atmosfera Umida
contendo 95% de ar e 5% de CO,. O meio de cultivo foi trocado a cada 4 a 5 dias. O repique
que é a suspensdo das células aderidas no fundo da placa de cultivo foi realizado quando se
atingiu uma confluéncia de aproximadamente 80% (figura 04).

! BiosaniR, BRA
2 Invitrogen GibcoR, USA
% GE Healthcare Life SciencesR, SWE
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Figura 04: Aspecto das células mesenquimais equinas em cultivo in vitro (A) Inicio
da aderéncia das células demonstrando aspecto arredondado. (B) Células aderidas com
morfologia alongada semelhante a fibroblastos. (C) Confluéncia de 80% de linhagem celular

indiferenciada.

4.1.3 - Coleta e Cultivo das Células Tronco do Tecido Adiposo

a) Obtencéo do tecido adiposo

A coleta do tecido adiposo foi realizada em 10 éguas de raca indefinida com idade
entre 4 e 23 anos, que apresentavam boa condicdo corporal, recebendo racdo e tendo livre
acesso a pasto e bebedouro

A base da cauda eqiina foi escolhida como local de coleta de tecido adiposo devido a
maior disponibilidade de material, auséncia de grandes vasos e facil acesso. Para realizacdo
do procedimento foi necessario o preparo cirlrgico na base da cauda, realizando tricotomia e
posterior anti-sepsia. Em seguida a égua foi tranquilizada sistémicamente com Xilazina e
posteriormente foi realizada a infiltracdo local com cloridrato de lidocaina, seguida de anti-
sepsia local.

Foi realizada uma incisdo de aproximadamente 10 cm de comprimento ao lado da base
da cauda (figura 05), permitindo a visualizacdo de uma camada de tecido adiposo entre a pele
e a musculatura, sendo entdo realizada a coleta de aproximadamente cinco gramas de tecido
“gorduroso”. Este foi armazenado em tubo conico de 50 mL, estéril, contendo meio DMEN-
HEPES suplementado com estreptomicina e anfotericina B de modo que fique completamente
submerso para evitar ressecamento do material. Apos, foi levado diretamente para o
processamento no laboratdrio e foi realizadas a sutura do tecido subcutaneo com fio
absorvivel e a pele com um fio inabsorvivel sintético, em ambos locais foi utilizado padrédo de

sutura simples continuo.

! Invitrogen GibcoR, USA
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Figura 05: Processo de coleta do tecido adiposo de equino. Realizacdo da assepsia e
incisdo na regido paralela a base da cauda (A-G); Retirada do fragmento de gordura (H);

Sutura e incisdo (I-J); Tecido Adiposo coletado (K).

b) Isolamento e cultivo das células tronco mesenquimal do tecido adiposo

A extracdo da fracdo contendo as CTM foi baseada nas técnicas previamente descritas
para a extracao da fracdo vascular estromal em humanos (AUST et al. 2004) e para a extracéo
da fragéo vascular estromal em eqiinos (VIDAL et al. 2007).

Apo6s a obtencdo das amostras do tecido adiposo, estas foram submetidas a sucessivas
lavagens com meio DMEN-HEPES e posteriormente a uma separagdo mecanica por meio de
uma lamina de bisturi e a acdo digestora da colagenase tipo I, (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo.,
USA). A solucéo foi homogeneizada e levada a estufa a 37° C em atmosfera com 5,0% de
CO, em ar. Apds 24 horas de cultivo foi feita a filtragem do material por um filtro de Nylon
(BD Falcon Cell Strainer, 70 um) e a solugéo filtrada foi adicionada a um mesmo volume de
meio DMEM sem soro. Este material foi centrifugado a 1900 rpm repetindo este passo por 2
vezes. Apos a lavagem, o pellet foi ressuspendido em 1 mL de DMEM com 20% de soro fetal
bovino, e as células contadas. As células foram plagueadas em frascos de 25 cm?, com 5 mL
de meio DMEM alta glicose com L-glutamina e 10% SFB e 10% soro Knockout contendo
penicilina, estreptomicina e anfotericina B. O meio de cultura foi trocado a cada 4 dias ee a
visualizacdo do crescimento celular in vitro doi realizado de dois em dois dias. O repique das

células foi realizado quando atingiu uma confluéncia de aproximadamente 80% (Figura 06).
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Figura 06: Ceélula Tronco Mesenquimal (CTMs) do tecido adiposo de equino
cultivadas in vitro, (A) Células aderidas com morfologia arredondada e algumas com aspecto
fibroblastoide; (B) Crescimento in vitro das CTMs com morfologia alongada e aspecto
semelhante a fibroblastos. (C) Confluéncia de 80% das CTMs formando uma linhagem

celular.

4.2 Viabilidade das celulas tronco mesenquimais CTMs da medula éssea (MO) e
tecido adiposo (TA)

Apos a obtencdo da confluéncia pos cultivo celular, adicionou 2 mL de tripsina pré
aquecida as 37 graus celsius na garrafa de cultivo. Esta foi homogeneizada junto as células e
entdo o contetdo desprezado. Novamente adicionou 2 mL de Tripsina dentro da garrafa de
cultivo que foi encaminhada para estufa com CO; e O, controlado em uma temperatura de 37
graus Celsius por 5 minutos.

Posteriormente o conteldo foi desprezado em um tubo Falcon de 15 mL e foi
adicionado 1 mL de soro fetal bovino (SFB) e encaminhado para centrifugagéo por 1500 rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi homogeneizado com um
novo meio de cultivo celular.

A preparacdo do corante Azul de Tripan foi realizada diluindo 1:1 de meio com o
corante. A leitura da viabilizagdo das células foi feita na Camara de Newbauer que foram
contados os dois lados da camara. As estruturas coradas de azul eram células lesionadas e as

que ndo coravam eram células intactas.
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4.3 Caracterizacdo das células tronco mesenquimais (CTMs) da medula dssea
(MO) e tecido adiposo (TA)

4.4. Diferenciacdo para os tecidos 6sseo, cartilaginoso e gorduroso

Em ambos os grupos, logo apds a separacdo, foram removidos 100 pL do meio e
colocadas em um tubo de hemdlise para contagem celular, onde o namero de células foi
quantificado por meio do hematocitémetro para avaliar a viabilidade celular por exclusdo
através da coloracdo do azul de trypan®.

A caracterizacdo das CTMs foi realizada logo apds a separacdo, no momento da

primeira passagem e apos a terceira passagem, tanto nas amostras obtidas da medula dssea,
como do tecido adiposo. Para tanto, foi realizada a caracterizagédo celular pela reacdo cruzada
de anticorpos caninos com os antigenos de superficie eqtiinos (CD 44, CD 34) por citometria
de fluxo. As amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo FACS Calibur BD®, no
Laboratdrio de Citometria de Fluxo do Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP.
As células tronco mesenquimais isoladas e que obtiveram marcacdo positiva para CD44
foram cultivadas em uma placa de cultivo de 24 pocos por aproximadamente 20 dias. Para
cada trés pocos foi adicionado um promotor de diferenciacdo para tecidos 0sseo, cartilaginoso
e gorduroso. Foram reservados trés pocos para 0 grupo controle, ao qual ndo foram
adicionados promotores de diferenciacdo. O protocolo de diferenciacdo foi realizado de
acordo com o fabricante do Kit. Para diferenciacdo para tecido adiposo foi utilizado o Kit
SemPro® Adipogénesis Differentiation Kit? para diferenciacéo de condrécito foi utilizado o
Kit SemPro® Chondrogenesis Differentiation Kit® e a diferenciacdo para tecido 6sseo
utilizou-se 0 Mesenchymal Stem Cell Osteogenesis Kit*.

1 GIBCO® Invitrogen Corporation

2 Adipogeénesis Differentiation Kit (Cat. No A10070-01 — Invitrogen)

¥ StemPro® Chondrogenesis Differentiation Kit (Cat. No A10071-01 — Invitrogen)
* Mesenchymal Stem Cell Osteogenesis Kit (Cat. SCR028 — Chemicon).
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4.5 Resultados do pré-experimento

As células obtidas da medula éssea (MO) apresentaram um tempo de aderéncia das
CTMs na placa de cultivo in vitro entre 4-6 dias e as do tecido adiposo (TA) entre 6-8 dias.
As CTMs obtidas da MO, obtiveram confluéncia na placa de cultivo in vitro entre 20-22 dias
constatando 95% de viabilidade celular avaliadas pela coloracdo de Azul de Tripan. Ja as
célulasobtidas do TA obtiveram maior tempo de confluéncia entre 24-26 dias e menor
porcentagem de viabilidade celular (88%) quando comparada com as da MO (Tabela 01).

Na avaliacdo da Imunofenotipagem, verificou-se alta marcacdo para o anticorpo
monoclonal CD44 em ambos os grupos, sendo 75% para MO e 88% para 0 TA e baixa

marcacao para o anticorpo monoclonal CD34 com 25% e 12% respectivamente (Tabela 01).

Tabela 01: Caracterizacao das células tronco mesenquimais obtidas da medula 6ssea e

do tecido adiposo

GRUPOS MEDULA OSSEA (MO) TECIDO ADIPOSO (TA)

Namero de CTMs ap0s atingir 2,5 x 10’ 1,5 x10’

70%de subconfluéncia

Viabilidade de CTMs apds 95 88
atingir 70% de subconfluéncia
(%0)
Marcacéo de CD34 (%) 25 12
Marcacéo de CD44 (%) 75 88

As linhagens celulares obtidas da MO, demonstraram um potencial de diferenciagéo
célular in vitro para osteoblastos, condrécitos e adipdcitos em todas as 10 amostras
submetidas a este procedimento; diferentemente das CTMs obtidas da TA que ndo
conseguiram se diferenciar para nenhuma linhagem celular distinta.

Baseado nesta Ultima avaliacdo, optamos em realizar o Experimento com CTMs

obtidas da MO. A auséncia da diferenciacdo das células tronco mesenquimais do TA pode ter
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ocorrido em funcdo destas amostras celulares serem heterogéneas, ou estarem com um

linhagem celular mais diferenciada que pode ter influenciado nesta etapa.
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5. EXPERIMENTO: AVALIACAO DO POTENCIAL TERAPEUTICO DAS
CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS OBTIDAS DA MEDULA OSSEA EM
EGUAS COM FIBROSE UTERINA

Baseado nas informagfes obtidas do pré-experimento, optamos em conduzir o

Experimento com Células Tronco Mesenquimais (CTMs) autdlogas obtidas da medula ¢ssea

5.1) MATERIAL E METODOS

Foram tratadas 10 éguas de proprietarios de diversas localidades que se dispuseram a
encaminhar as éguas até o Departamento de Reproducdo da Universidade Estadual Paulista
(Unesp Botucatu). Estas éguas encontravam-se em bom estado geral de satde, com idade
variando entre 14 a 23 anos, da raca Quarto de Milha com massa corporea entre 400 a 600
Kg, e bom escore corporal com historicos reprodutivos de subfertilidade e grau severo de
fibrose uterina detectada previamente pelo exame de biopsia endometrial.

As eguas foram mantidas em piquete com livre acesso a bebedouro coletivo,
suplementacdo mineral em um consumo médio diario de 70 gr., e racdo fornecida duas vezes
ao dia em um total de quatro Kg/egua, o feno de coast-cross (Cynodon dactylon) ofertado trés
vezes ao dia, em um total de doze quilos/égua.

A histologia uterina foi realizada através da coleta do fragmento endometrial obtido
pela introducdo intra-uterina, trans cervical, de um aparelho de bidpsia (modelo “Krause”)
devidamente esterilizado, sendo posteriormente fixado em Bowin por 18 horas e em seguida
transferido para alcool 70% sendo entdo confeccionado os cortes histolégicos. A classificacao
histoldgica foi interpretada segundo o modelo proposto por KENNEY & DOIG (1986) em
grau de fibrose: Grau I - normal, Grau IlA — inflamacédo cronica leve, Grau 11B — inflamacéo

cronica com infiltrado moderado, Grau 11 — inflamagéo cronica degenerativa grave.

5.1.1 Transferéncia das CTM para o Utero das éguas

A avaliacdo da condicdo uterina por meio da avaliagdo das amostras de bidpsias,
foram realizada antes do transplante de CTMs (DO0), e apds15 dias (D15), 30 dias (D30), 60
dias (D60) , sendo:

Dia 0 (D0O) — Grupo controle. Coleta do fragmento uterino por meio da bidpsia
endometrial e logo em seguida transplantamos as células tronco mesenquimais no endométrio

Dia 15 (D15) — Coleta do fragmento uterino 15 dias apds a injecdo endometrial de
células tronco mesenquimais.

Dia 30 (D30) — Coleta do fragmento uterino 30 dias apos a inje¢cdo endometrial de

células tronco mesenquimais.



25

Dia 60 (D60) — Coleta do fragmento uterino 60 dias apds a injecdo endometrial de

células tronco mesenquimais.

A administracdo intra-endometrial das células troncos foi realizada por meio da
injecdo de 2x10’mL de células em um volume de 0,5 ml em cada 20 diferentes pontos (sitio
de administracdo), totalizando um volume injetavel de 10mL, espacados entre um centimetro,
seguindo uma linha horizontal da extremidade de um corno uterino ao outro com o auxilio de

endoscopio flexivel (figuras 07 e 08).

Figura 07: Agulha de esclerose humana utilizada para a injecdo das celulas tronco

mesenquimais através da endoscopia

S

Figura 08: Administracdo de célula tronco mesenquimal no endométrio das eéguas

com agulha de esclerose (seta) associada ao endoscépio.
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Os fragmentos foram retirados para confeccionar as laminas de Hematoxilina e Eosina

(HE), imunohistoquimica e de Coloracgdo de Tricrémio de Masson.
5.1.2 Avaliacao Histologica
A avaliacdo Histologica foi realizada de trés maneiras. Através da Coloracdo de

Hematoxilina e Eosina (HE), Imunohistoquimica e Coloracdo de Masson

5.1.2.1 Hematoxilina e Eosina (HE)

Os fragmentos endometriais coletados entre o inicio do tratamento (DO) e apds 15 dias
(D15), 30 dias (D30), 60 dias (D60) do inicio do tratamento, foram fixados em Bouin em
um periodo de 18 horas e posteriormente, lavadas e mantidas em alcool 70% até o
momento de inclusdo em parafina. ApoOs a inclusdo, cortes de 4um foram obtidos,
montados em laminas com extremidade fosca e corados inicialmente em HE para avaliar a
qualidade do material. Posteriormente novos cortes de 4um foram obtidos e colocados em
laminas com extremidade fosca previamente tratadas com organosilano. Talprocedimento
foi realizado por técnico experiente e capacitado nos procedimentos de inclusdo e corte do
material.

A coloracdo de HE foi utilizada para verificar a presenca do infiltrado inflamatorio
polimorfonuclear e mononuclear. No estudo histoldgico, o escore utilizado para classificacao
do infiltrado inflamat6rio agudo (polimorfonuclear) e crénico (Mononuclear) foi baseado na
quantidade de células presentes nos cinco campos distintos contados, seguindo a descrigdo
proposta por Kenney e Doig (1978) sendo 1- Ausente; 2- Ausente/Leve; 3- Leve; 4-
Leve/Moderado; 5- Moderado; 6- Moderado/Severo; 7- Severo. A avaliagdo das laminas foi
realizada em todas as amostras coletadas em cinco campos distintos em todos 0os momentos

do tratamento, e a leitura foi realizada em microscopio 6ptica em aumento de 200x.

5.1.2.2 Coloracdo de Tricrdmio de Masson

A Histoquimica foi realizada através de 10 cortes de cada fragmento obtido para
coloragdo de Tricromio de Masson. A avaliagdo foi realizada em cinco campos distintos
através do Software AVSOFT BIOVIEW SPECTRA 4.0.1 (2006), para verificacdo da
quantificagdo dos ninhos glandulares, densidade glandular e area de fibrose marcada com a

coloracao azul.

5.1.2.3 Imunohistoguimica
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A andlise foi realizada através de imunomarcagdo com anticorpos policlonais no
intuito de verificar o tipo de coldgeno estabelecido e predominante (colageno tipo | ou
tipo I11). Foram realizados10 cortes década fragmento obtido para a realizacdo da técnica
de imunohistoquimica. Adicionalmente foram realizados cortes em outros fragmentos
para a realizacdo de testes e padronizacdo da técnica de imunohistoquimica para a amostra
de endométrio de égua. A leitura das amostras foram realizadas em cinco campos distintos
através do Software AVSOFT BIOVIEW SPECTRA 4.0.1 (2006).

5.1.2.3.1 Quantificacdo de colageno tipo 111

Avaliacdo baseada em escore previamente adotada, onde determinamos o
percentual de colageno sendo 1.<24% ;2- 24 a 49%; 3- 50 a 75%; 4- >75%.

5.1.2.3.2 Intensidade de marcacéo do colageno Tipo I
Classificacdo realizada baseada em escore previamente adotado, sendo 1- Fraco;

2- Moderado; 3- Intenso (Anexo 1).

5.1.2.3.3 Distribuig¢éo da quantidade de colageno tipo I11
Distribuicdo avaliacdo através de escore previamente adotado sendo 1- Focal; 2-
Multifocal e 3- Difuso (Anexo Il).

5.1.2.3.4 Area de colageno 111
Avaliacdo da area de coléageno tipo Il constatada em pixel* conforme o Software
AVSOFT BIOVIEW SPECTRA 4.0.1 (2006).

5.2 Processamento dos fragmentos obtidos

Os fragmentos endometriais foram fixados em Bouin em um periodo 18 horas,
posteriormente, lavados e mantidos em &lcool 70% até o momento de inclusdo em parafina.
Apos a inclusdo, cortes de 4 um foram obtidos, montados em laminas com extremidade fosca
e corados inicialmente em HE para avaliar a qualidade do material. Posteriormente novos
cortes de 4 um foram obtidos e colocados em I&minas com extremidade fosca, previamente
tratadas com organosilano®. Tal procedimento foi realizado por técnico experiente e

capacitado nos procedimentos de inclusdo e corte de material.

! 3-Aminopropyl Triethoxy-silane, Sigma — Aldrich, Sdo Paulo — SP, Brasil. Cod A3648.
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Foram realizados 10 cortes de cada fragmento da amostra de bidpsia para a realizagéo
da técnica de imunoistoquimica e confec¢do da lamina para a Coloragdo de Tricrémio de
Masson. Adicionalmente foram realizados cortes em outros fragmentos para a realizacdo de

testes e padronizacdo da técnica de imunoistoquimica.

5.3 Padronizacéo da técnica de imunohistoquimica
Iniciou-se a padronizacdo do material obtido para imunomarcacao para colageno | e
I1l. Durante a padronizacdo da técnica de imunohistoquimica foi testada a recuperacdo
antigénica, bloqueio da peroxidase enddgena, outras solucdes de blogueio a fim de diminuir a
marcacdo de fundo na lamina, diluicdo dos anticorpos primarios e tempo de incubacéo, os
anticorpos secundario e terciario e tempo de revelacdo com o cromégeno DAB?.
Para a desparafinizacdo do material emblocado, as laminas foram mantidas em estufa
a 55°C por 24 horas e, posteriormente, colocadas em cuba de vidro com xilol a temperatura
ambiente por 30 minutos e, a seguir mantidas em uma nova solucdo de xilol por 20 minutos.
As laminas foram transferidas para outras cubas de vidro para a hidratacdo em banhos de
alcool, na seguinte sequéncia:
v Imersdo em alcool absoluto | por trés minutos
v Imersdo em alcool absoluto 11 por trés minutos
v Imersdo em alcool absoluto 111 por trés minutos
v Imersdo em alcool 95% por trés minutos
v Imersdo em alcool 85% por trés minutos
A etapa seguinte consistiu na recuperacdo antigénica, necessaria para liberar 0s
epitopos antigénicos do tecido, blogueados anteriormente pela solucdo fixadora (formol
tamponado 4%). Para os anticorpos policlonais anti-coldgeno | e Il (rabbit anti-bovine —
Novotec) foram testadas a recuperacdo antigénica em solucdo de Pesina 1% - pH 1,8 durante
30 minutos e também em solucéo de citrato de sédio® 10 mM (1000 mL de 4gua destilada e
1,92 g de &cido citrico monohidratado®, com o pH corrigido para 6,0 com acido cloridrico) em
panela de pressdo (Pascal® - Dako).
Posteriormente foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena com incubacao
em solucdo de 4gua oxigenada 8% por 20 minutos, seguida de dez lavagens em &gua destilada

e, a seguir, duas lavagens em solugdo tampdo TRIS (1000 mL de &gua destilada, 6,0 g Trizma

2 3,3"-diaminobenzidina - Liquid DAB Cromogen® — DakoCytomation — USA

¥ Solucéo de citrato de sédio 10 mM (1000 mL de &gua destilada e 2,1 g de 4cido citrico monohidratado, com o
pH corrigido para 6,0 com &cido cloridrico)

* Acido Citrico P.A. Anidro, Vetec, Rio de Janeiro — RJ, Brasil. Cdd. 238.
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Base, 8,5 g de cloreto de sédio® e pH corrigido para 7,4 com écido cloridrico) de 5 minutos
cada.

Realizou-se entdo a incubagdo com o anticorpo primario; para a deteccdo de colageno
I e Il foram utilizados anticorpos policlonais. Ambos os anticorpos foram diluidos com o
diluente de anticorpo® na concentracdo de 1:2000 e 1:1000, respectivamente. A solugéo
contendo o anticorpo foi uniformemente distribuida por toda a superficie do corte e as laminas
foram incubadas em camara Umida, durante 18 horas, a temperatura de 4°C.

Posteriormente, foi realizada a lavagem com solugdo tampdo TRIS e incubagéo com o
anticorpo secundario e complexo. Para tanto foi empregado o anticorpo secundario ligado a
peroxidase (Advance®’) por 60 minutos de acordo com as instruces do fabricante. Realizou-
se nova lavagem com solucdo tampéo TRIS e revelacdo com o cromégeno DAB?® durante 5
minutos ao abrigo da luz. A reacgdo foi interrompida com a lavagem em solucao tampéo TRIS.

As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Harris por 3 minutos, e a
coloracdo interrompida com a lavagem em agua corrente por 10 minutos.
Procedeu-se, entdo, a desidratacdo do material como descrito a seguir:
Imersdo em alcool 85 por trés minutos
Imersdo em alcool 95 por trés minutos
Imersdo em alcool absoluto I por cinco minutos
Imersdo em alcool absoluto 11 por cinco minutos
Imersdo em alcool absoluto 111 por cinco minutos

Imersdo em Xilol I por cinco minutos

AN N N N N

Imerséo em Xilol Il por cinco minutos

As laminas foram montadas com laminulas utilizando-se resina sintética -
Permount® e avaliadas quanto & imunomarcacio em microscépio 6ptico’® em aumento de 400
X adaptado a uma camera Leica DFC 500!, e com o auxilio de um analisador de imagens'?,
utilizando-se o programa Leica QWin Standard V2.5.

® Sodium Chloride P.A., Merck, S&o Paulo — SP, Brasil. Cod. K31900304314.

® Clone A-20, rabbit anti-human, Santa Cruz Biotechnology.

® Antibody Diluent with Background Reducing Components - DakoCytomation — CA, USA. Céd S3022.
" EnVision DualLink — DakoCytomation — CA, USA. C6d K4061.

8 3,3"-diaminobenzidina - Liquid DAB Cromogen® — DakoCytomation — CA, USA. Cod K3468.

® Fisher Scientific — Cod. UN1294.

19 |_eica Microsystems — DMLB — Germany.

1 eica Microsystems — DMLB — Germany.

12 Leica Q5001W.
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Como controle negativo foi empregada a substituicdo do anticorpo priméario pela
imunoglobulina da mesma espécie deste, ou seja, foi empregada fracdo de imunoglobulinas
séricas de coelho para os anticorpos policlonais mantendo-se idénticas as demais etapas da
reacdo (controle do primério). Foi ainda realizado o controle negativo com a substituicdo do
anticorpo primario por BSA 5% (controle do anticorpo secundario) mantendo-se, mais uma
vez, o restante da reacdo. Por fim, foi realizada a incubacdo da lamina apenas com DAB
(controle do blogueio da peroxidase enddgena) ou apenas com o complexo terciario (avidina

biotina peroxidase — AB) e DAB (controle do bloqueio da biotina enddgena).

6. ANALISE ESTATISTICA

Como os dados se tratam de uma graduacdo, classificacdo ou escore, esses valores
foram comparados pelo teste de Analise de Variancia (ANOVA) ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis a 5% de nivel de significancia. A mediana por definicdo indica o valor que divide em
duas metades as amostras, ou seja, 50% dos valores classificados em cada amostra séo
maiores que a mediana e 0s outros 50% sdo menores. Portanto, ndo mostra para onde tende o

pico da curva ndo-parametrica.

moda
mediana
média

A moda representa o valor de classificacdo que foi apresentado com maior frequéncia,
demonstrando a caracteristica mais comum de cada grupo nos diferentes momentos (ao longo
do tempo).

Para comparar os valores de média e erro padrdo da média dos ninhos glandulares
contados nas amostras foi utilizado ANOVA, aplicando como pos teste Tukey quando
necessario, a 5% de significancia.

Para comparar 0s valores computadorizados médios de numero de glandulas

contabilizadas e &rea em pixel® utilizou-se ANOVA para medidas repetidas (RM) para o
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mesmo grupo ao longo do tempo e Kruskall-Wallis para as comparagdes entre grupos no

mesmo momento, seguidos do teste Tukey, (a 5% de significancia) se necessario.
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7. RESULTADOS

7.1 Resultados da avaliacao histolégica
Os resultados obtidos em relacdo as médias * erro padrdo da média do namero de
ninhos glandulares avaliados nas amostras, demostraram uma melhora significativa entre os
momentos (p=0,005) (Tabela 02).

Tabela 02: Média e erro padrdo da média do nimero de ninhos glandulares ao longo do
tempo.

DO D15 D30 D60 P
CT 15 + 2,04 15'?;5 8,09 +1,54° 6,45+1,04° 0,005

Letras minGsculas distintas indicam diferenca estatistica entre os tempos (p<0,05).

A representacdo do numero médio de ninhos glandulares avaliados ao longo do tempo,
demonstrou através do histograma decréscimo significativo de ninhos glandulares ao longo do

tratamento com célula tronco (Grafico 01,Grafico 02, Figura 09 e Figura 10).

DO D15 D60

Grafico 01: Representacdo do numero medio de decréscimo da quantidade de ninho
glandular entre os tempos DO, D15 e D60.

Na analise percentual do decréscimo no numero médio de ninhos glandulares em dois
intervalos de tempo, foi observado um decréscimo de 30,40% em um periodo de DO ao D15 e
de 57% entre 0 DO ao D60 (Gréfico 02).
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Graéfico 02: Representacdo do percentual de decréscimo da quantidade de ninhos glandulares
do DO até o D15 e do DO ao D60.
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Figura 09: Foto da avaliacdo histolgica de égua (n°08) previamente ao tratamento (D0) com
célula tronco do estrato compacto (A) e do estrato esponjoso (B), observa-se baixa densidade
glandular. Aumento de 200x.
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Figura 10: Foto da avaliacdo histologica de égua (n°08) apés o tratamento com célula tronco

(D60) no estrato compacto (A) e no estrato esponjoso (B), observa-se uma evidente melhora
na densidade e na distribui¢do glandular. Aumento de 200x.
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Na comparagdo das medianas da classificacdo da presenca de infiltrado inflamatério
pela presenca de neutrofilos no estrato compacto das bidpsias endometriais dos grupos
tratados, observou-se uma mudanga significativa (p<0,001) nas amostras entre 0S momentos
de tratamento, indo de ausente (DO) a moderado (D30 e D60). Ainda se observou no D30 a

presenca de infiltrado moderado no CT descritos na tabela 03.

Tabela 03: Mediana da classificacdo do infiltrado inflamatério agudo caracterizado pela
presenca de neutréfilos no estrato compacto do endométrio entre 0s momentos.

DO
16.

D15
4a

D30
5P

D60
5P

P
<0,001

CT

Letras minusculas distintas indicam diferenca estatistica entre as colunas (p<0,05).

1- Ausente; 2- Ausente/Leve; 3- Leve; 4- Leve/Moderado; 5- Moderado; 6- Moderado/Severo; 7- Severo

Estes valores da classificacdo das modas da presenca de infiltrado inflamatorio no
estrato compacto nas biopsias de cada tratamento nos diferentes momentos analisados
demonstram a caracteristica geral do infiltrado inflamatdrio de células polimorfonucleares no

estrato compacto dentro de cada momento representados no Gréafico 03.

D15 ' )
D30 !
D60

Dias de Tratamento

Gréfico 03: Gréfico representando as modas da classificacdo do infiltrado inflamatdrio no
estrato compacto do endométrio entre o inicio do tratamento DO e ap6s o tratamento D15,

D30 e D60 seguindo classificagdo por escore 1- Ausente; 2- Ausente/Leve; 3- Leve; 4-
Leve/Moderado; 5- Moderado; 6- Moderado/Severo; 7- Severo
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Na avaliacdo da presenca de infiltrado inflamatorio mononuclear difuso no estrato
esponjoso nos momentos, verificou-se variagdes estatisticamente significantes (p=0,036) na
caracterizacdo das amostras, obtendo classificagdo 3 no momento DO predominando infiltrado

inflamatério mononuclear leve e classificacdo 5 de infiltrado inflamatoério moderado nos
demais momentos (tabela 04).

Tabela 04: Mediana da classificacdo da presenca de infiltrado inflamatério difuso de células
mononucleares no estrato esponjoso entre 0s momentos.

DO D15 D30 D60 P
CT 3? 5% 5P 5 0,036

Letras minGsculas distintas indicam diferenca estatistica entre as colunas (p<0,05).

1- Ausente; 2- Ausente/Leve; 3- Leve; 4- Leve/Moderado; 5- Moderado; 6- Moderado/Severo; 7- Severo

Os valores das modas da classificacdo da presenca de infiltrado inflamatorio crénico;
difuso das amostras nos diferentes momentos analisados demonstram a caracteristica geral do
infiltrado inflamatorio difuso dentro de cada momento (Grafico 04).

D15 :
D30 !
D60 "

Dias de Tratamento

Gréfico 04: Gréfico representando as modas da classifica¢do do infiltrado inflamatério difuso
no inicio do tratamento (DO) e apds o tratamento (D15 até D60) seguindo o escore sendo -

Ausente; 2- Ausente/Leve; 3- Leve; 4- Leve/Moderado; 5- Moderado; 6- Moderado/Severo;
7- Severo
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Na avaliagdo computadorizada relacionada a presenca de glandulas endometriais
contadas em cinco campos aleatdrios, constatou-se aumento significativo no nimero de

glandulas entre os tempos de tratamento descritos na tabela 05.

Tabela 05: Analise computadorizada do numero médio (x erro padrdo) de glandulas
endometriais contadas em cinco campos histologicos aleatérios nos diferentes tempos.

DO D15 D30 D60 P
CT 163,12 + 19,93° 240 +17,36° 354,75+19,24° 431,75+18,93" o5

Nas linhas letras minusculas distintas indicam diferenca estatistica (Tukey 5%)

Quanto a avaliagdo morfométrica da area de fibrose endometrial, verificou-se uma
diminuicéo significativa entre os momentos DO a D60 (p<0,023) avaliados pela coloracao de
Tricrémio de Masson em cinco campos aleatorios pela analise computadorizada (Tabela 06,

Figura 11 e Figura 12).

Tabela 06: Area (pixel’) média (+ erro padrdo) de fibrose contadas em dez campos
histoldgicos aleatdrios de cada biopsia nos diferentes grupos.

DO D15 D30 D60 P
1541198,73 + 1067635,74 +  602204,69 + 448714,44 +
750341,39° 590901,58°% 320578,83° 241518,58°

CT 0,023

Nas linhas letras mintsculas distintas indicam diferenca estatistica (SNK 5%)

Na avaliacdo da area de fibrose endometrial, verificou-se diminui¢do de 70,98% entre
0s momentos de tratamento (DO e D60) (Grafico 05, Figura 11, Figura 12).

22500004
2000000+
1750000+
15[“.“]{“}- ?U,ng.-";ﬂ

DO D60

Gréfico 5: Representac¢do gréfica da evolugdo ao longo do tempo (DO e D60) da érea de fibrose por meio da

Coloragdo de Tricrdmio de Masson, demonstrando diminuicdo do percentual de area com fibrose
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Figura 11: Avaliacdo histolégica uterina através da coloracdo de Masson em égua (égua 02)
previamente ao tratamento com célula tronco (A), observa-se uma grande area de fibrose
(marcado em azul) no corte histoldgica representando o estrato esponjoso. Apos 60 dias do

tratamento (B), observa-se uma diminui¢do no grau de fibrose (coloracdo azul) e aumento da
distribuicdo glandular. Aumento de 200x.
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Figura 12: Avaliacdo histoldgica em égua (égua 02) previamente ao tratamento com célula
tronco, (A) observando-se uma grande area de fibrose (marcado em verde por meio da
aplicacdo do Software AVSOFT BIOVIEW, 2006) no corte histoldgico representando a o
estrato esponjoso. A avaliagdo histologica de fibrose uterina na mesma égua apds 60 dias de
tratamento demonstra uma diminuicdo no grau de fibrose no corte histologico bem como
aumento na distribuicdo glandular (B). Aumento de 200x
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7.2 Resultados da avalia¢do por imunoistoquimica
N&o houve alteracdo na quantidade de colageno tipo | entre as avaliagcdes das bidpsias
das éguas. Quanto colageno tipo 1l observou-se uma diminuicdo significativa (p=0,007) de

sua marcacao por ao longo do tempo (DO a D60) (Tabela 07).

Tabela 07: Mediana do escore para presenca de colageno tipo Il marcado através de
imunohistoquimica ao longo do tempo.

DO D15 D30 D60 P
CT 4? 3,5 2° 1,5° 0,007

Letras minGsculas distintas indicam diferenca estatistica entre as colunas pelo teste Kruskal-Wallis (p<0,05).
1.<24% ;2- 24 a 49%; 3- 50 a 75%; 4- >75%;

Quanto a classificacdo da intensidade de marcacdo da coloracdo das laminas de
imunoistoquimica de colageno tipo Il (fibrose) por meio do software ABVIEW. Verificou-se
diminuicédo significativa (p<0,012) entre os momentos do DO a D60 representados na tabela
08.

Tabela 08: Mediana da classificacdo da Intensidade de marcacdo da coloracdo das laminas de

imunoistoguimica de colageno tipo 11 (fibrose) entre (D0-D60)

DO D15 D30 D60 P
CT 3? 280 280 1° 0,012

Letras minusculas distintas indicam diferenca estatistica entre as colunas pelo teste Kruskal-Wallis (p<0,05).
1- Fraco; 2- Moderado; 3- Intenso;

Quanto a distribuicdo de colageno tipo I11, ndo houve alteracdo significativa (p=0,141)
entre 0s momentos DO até D60 (Tabela 09).

Tabela 09: Mediana da classificagdo da distribuicdo da imunoistoquimica de colageno tipo 111
(fibrose) entre os momentos DO até D60.

DO D15 D30 D60 P
CT 2,5 2,5 2 1 0,141

Letras minGsculas distintas indicam diferenca estatistica entre as colunas pelo teste Kruskal-Wallis (p<0,05).
1- Focal; 2- Multifocal; 3- Difuso;
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Quanto a area média de colageno tipo 111, ndo houve diminuicdo significativa ao longo
do tempo (DO — D60), apesar de ter existido uma tendéncia (p=0,076) em relacdo a area de

colageno tipo 111 verificada ao longo do tempo (Tabela 10, Figura 13, Figura 14).

Tabela 10: Area (pixel’) média (+ erro padréo) de colageno 111 (Imunohistoquimica) contadas
em dez campos histoldgicos aleatérios de cada bidpsia.

DO D15 D30 D60 P
cT 726869,39 * 1376998,31 +  325529,40 + 130685,80 + 0.076
63200,81 632568,77 54039,75 7555,52 '

Nas linhas letras minusculas distintas indicam diferenca estatistica (SNK 5%)



43

A
——
50 um
—
B

T

Figura 13: Avaliacdo Imunoistoquimica do colageno tipo Ill em égua (égua 01) tratada com célula
tronco. (A) No DO observa uma grande area marrom escura entre as glandulas (setas), indicando a
presenca de colageno tipo Ill. Além disso, foi observada uma menor densidade glandular aumento de
200x. (B) Avaliagdo Imunoistoquimica do colageno tipo Il em égua tratada com célula tronco no D60
(B).Observa uma diminui¢cdo no tom de marrom, indicando uma diminui¢cdo no colageno tipo IlI,

associada a uma maior densidade glandular. Aumento de 200x.
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Figura 14: Avaliacdo Imunoistoquimica do colageno tipo Ill em égua (égua 01) tratada com célula
tronco. No DO (A) a marcacdo verde, através do programa computadorizado demonstra a presencga de
colageno tipo 11 entre as glandulas endometriais, aumento de 200x. Apds 60 dias do tratamento com
células tronco (B) a coloracdo verde, demonstra uma diminuicdo no colédgeno tipo Il entre as

glandulas endometriais. Aumento de 200x.
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8. DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho demonstraram de forma inédita ter ocorrido
uma melhora no endométrio de éguas com processo degenerativo crénico quando
tratadas com células tronco mesenquimais. N&do foram observados efeitos deletérios ao
animal bem como ao endométrio durante o tratamento. Vale ressaltar que nenhum
estudo similar foi encontrado na literatura pesquisada, publicado em artigo completo,

fato este que nos impediu de realizar comparacdes diretas com experimentos similares.

Diversos procedimentos terapéuticos foram estudados no passado na tentativa de
melhorar as condi¢cdes uterinas de éguas com processos degenerativos endometriais,
caracterizados por fibrose, sem, contudo apresentar resultados favoraveis. Dentre as
substancias as mais utilizadas aparecem o0 DMSO (THRELFALL & IMMEGART,
2000), que demonstrou ser um grave irritante, provocando ulceracdes e inflamagao apos
o uso em forma de infuséo, o querosene (BRACHER et al., 1991) que apresentou niveis
de moderada a severa inflamacgdo inicialmente apds a infusdo, sendo que metade das
amostras apresentaram suave a severa necrose do epitélio luminal, sem ocorrer melhora
do processo degenerativo e o iodo povidine (ARRUDA et al., 2003) induziu a
inflamacéo intensa e aderéncias intra-uterinas, gerando um severa fibrose persistente.

Varios autores (SNIDER et. al 2011; WALLCHILI, 1990) tém descrito a
associacdo do aumento da idade com a infertilidade e com aumento da fibrose uterina.
Snider et. al (2011), relataram um elevado percentual de perdas de gestacdo em éguas
velhas com fibrose uterina. J& Wallchili, (1990), observou alta incidéncia de fibrose
uterina em éguas com idade superior a 11 anos. Estes trabalhos corroboram com nossos
achados, pois a totalidade das éguas utilizadas no presente experimento apresentava
idade avancada, entre 16 a 23 anos de idade, com elevado grau de fibrose endometrial
diagnosticados por meio da analise histopatoldgica.

O processo degenerativo uterino em éguas é caracterizado por proliferacdo de
tecido conjuntivo, presenca de ninhos glandulares e glandulas endometriais atrofiadas.
Os ninhos glandulares sdo estruturas que refletem a proliferacdo de tecido conjuntivo
com presenca das glandulas concentradas em grupos (KENNEY & DOIG, 1986). O
excesso de tecido conjuntivo organizado ao redor das glandulas faz com que estas
atrofiem e se tornem inabeis para desempenharem sua funcao. No presente experimento,

observamos melhorias na estrutura do endométrio de éguas tratadas com células tronco



46

mesenguimais (CTMs). Dentre os achados, verificou-se ao longo do tempo diminuicao
do numero de ninhos glandulares, aumento da densidade glandular e melhora da

atividade glandular.

As CTMs utilizadas como tratamento no presente estudo, ao sofrerem o0 processo
inicial de isolamento durante o cultivo celular, apresentaram-se com morfologia
fibroblastoides (alongadas), caracteristicas de ceélulas de origem mesenquimal,
caracteristica tambem encontrada por outros autores (OSHIMA et al. 2005) em CTMs

provenientes de medula 6ssea dos fémures e tibias de ratos.

O protocolo adotado neste estudo para isolamento das células tronco
mesenquimais obtidas tanto da medula déssea quanto do tecido adiposo foi eficaz,
resultando na recuperacdo de células com morfologia de aspecto fibroblastoides, alta
marcagdo na imunofenotipagem através da utilizacio de anticorpos monoclonais para o
CD 44 (celulas mesenquimais) e baixa para o CD 34 (hematopoiéticas) corroborando
com outros autores (KERN et al., 2004; ZHU et al., 2008). O método da avaliagédo das
CTMs através da citometria de fluxo € um recurso utilizado para analise de forma
rapida, objetiva e quantitativa as células em suspensdo (FALDY et al., 2001). A
marcacdo das CTMs para CD34 e CD44 pela citometria de fluxo nos animais
domésticos € possivel devido a producdo de anticorpos monoclonais especificos
(MCSWEENEY et al., 1998; HARTNTT et al., 2002). Entretanto, devido a baixa
disponibilidade de anticorpos especificos para a espécie equina, no presente projeto
foram utilizados anticorpos caninos, com os quais foi constatada previamente a reagédo
cruzada. Desta forma, as CTMs tanto do nosso estudo como dos demais autores
(PHINNEY & PROCKOP 2007; ZHU et al., 2008), foram caracterizadas pelo poder
adesivo na placa de cultivo, bem como pela marcacdo negativa para o CD 34, e pela
marcacao positiva para CD44.

No teste de diferenciacdo celular, as CTMs obtidas da medula déssea (MO),
foram capazes de se diferenciarem para células da linhagem condrogénica, adipogénica
e osteogénica, dados que corroboram os resultados obtidos por Lima-Neto (2010);
porém ndo foi observado o mesmo efeito benéfico na diferenciagdo das CTMS obtidos
do TA. Consequentemente optou-se pela utilizacdo de CTMs obtidas da MO para

realizarmos o cultivo celular e o tratamento intra-endometrial.



47

Ao contrario do observado no presente experimento, a diferenciacdo das CTMs
obtidas do tecido adiposo ja foi descrita na literatura por outros autores (YARAK et al.,
2010). A resposta negativa aos protocolos de diferenciagdo pode ter ocorrido devido a
grande heterogenicidade da populacdo de celulas estromais encontradas no tecido
adiposo. O tecido adiposo (TA) é rico em tecido conjuntivo, composto por fibroblastos,
0s quais embora compartilnem diversos marcadores imunofenotipicos com as CTMs,
sdo células que podem ter grande quantidade de células ja diferenciadas e sem potencial
multipotente. Smith (2011) ao utilizar CTMs obtidas da MO, verificou resultado
satisfatorio na recuperacdo de lesdes tendineas de equinos, embora, ressaltando a
importancia da utilizagdo das CTMs obtidas da MO por ser um local de facil obtengdo
celular, apresentando minima morbidade ao doador, apresentar linhagem celular
enriquecida de células indiferenciadas, além de apresentarem melhor

multipontecialidade celular quando comparada com as obtidas do tecido adiposo (TA).

De fato, as CTMs podem expressar inimeros marcadores imunofenotipicos que
ndo sdo apenas especificos deste tipo celular, comprovando que o fenotipo antigénico
das células tronco progenitoras hematopoiéticas e mesenquimais ndo € unico (CHEN et
al 2008). Devido ao fato da diferenciacdo de CTMs ser regulada por uma rede complexa
de interacbes moleculares, que envolve moduladores de transcricdo génica, fatores de
transcricdo, proteinas quinases, fatores de crescimento e receptores celulares, diversos
autores relatam a necessidade de estudos relacionados com 0s mecanismos que regulam
a biologia das CTMs obtidas dos diversos tecidos como pré-requisito para a cultura e
diferenciagdo, bem como utilizagdo em terapias celulares. (CHEN et al., 2008; YARAK
et al., 2010).

Ao utilizarmos CTMs obtidas da MO de éguas para o tratamento de Endometrite
Crénica Degenerativa, verificou-se ap0s tratamento aumento gradativo do infiltrado
inflamatorio. Este aumento significativo do infiltrado inflamatério, corroboram com os
achados de Fortier & Smith (2008), em que afirmam que a terapia celular realizada com
células tronco derivadas da medula 6ssea, atua modulando o processo inflamatério,
promovendo aumento deste infiltrado apds a administracdo de  célula tronco

mesenquimais autologas na tentativa de recuperacao de lesoes.

Gutierrez et al., (2009) observaram em pacientes com fibrose pulmonar que

foram submetidos ao tratamento com CTMs, um prévio aumento do processo
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inflamatario, seguido do reparo tecidual alveolar, em funcdo da minimizacéo da fibrose
no local. O mesmo foi observado por Yamada et al (2004), ao estudarem a reparacdo
tecidual em fibrose pulmonar utilizando CTMs. Os autores verificaram que apds o
tratamento a presenca de processo inflamatorio acarretou no maior recrutamento de
celulas progenitoras da MO para a circulagdo sistémica, com posterior diferenciacdo em

células epiteliais e endoteliais, reparando a lesdo pulmonar.

Weiss et al., (2008) demonstrou ser necessaria a presenca de um processo
inflamatério de leve a moderado para ocorréncia do evento de quimiotaxia e
consequentemente reparacdo da arquitetura histolégica. Acredita-se que as CT adultas
sejam recrutadas para o local da lesdo através da liberagdo de sinais quimiotaticos como
a producdo de citocinas (IL6, IL7, IL8, IL 11, IL 12, IL 14, I1L16) (KIN et al., 2005);
quimiocinas e receptores de quimiocinas como CXCR5 e CCR10 (SELIGER et al.,
2005), fatores de crescimento (BFGF-R, PDGF-R), fator estimulante de col6nias de
granulécitos (G-CSF); expressdo de antigenos de adesdo (Integrinas e moléculas de
adesdo intercelular (ICAM-1) liberados durante o processo inflamatorio (KIN et al.,
2005). Além disso, as CTMs conseguiriam atravessar a membrana basal do tecido
lesionado e alcancar as areas afetadas. Este processo sO € possivel porque o tecido
possui a capacidade de produzir estas proteinas (citocinas e quimiocinas) que sdo
capazes de regular a permeabilidade da membrana controlando assim o influxo de
células no local da lesdo e promovendo um aumento da expressdo de moléeculas de
adesao especificas (KRAUSE et al., 2008).

Outra caracteristica avaliada e observada neste trabalho foi o aumento
significativo do nimero e da densidade das glandulas endometriais apds o tratamento
com CTMs ao longo do tempo. Este aumento foi constatado tanto pelos padrbes
subjetivos quanto computadorizados, tendo esta melhora ja sido evidénciada apos 15
dias de tratamento. Além disso, verificou-se melhora significativa da atividade
glandular as quais inicialmente em sua grande maioria apresentavam-se inativas e
evoluiram para atividade ao longo do tempo apds o tratamento. Supde-se que esta
melhora tenha ocorrido em funcdo da acdo de fatores quimiotaticos que modulam do
processo inflamatorio (WEISS et al, 2008), como tambeém pelo aumento da
vascularizagdo local do tecido (CAPLAN et al., 2007), pois as lesbes fibréticas
localizam-se principalmente ao redor de estruturas glandulares (PORTO et al., 2004;
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EVANS et al., 1998) com consequente comprometimento de sua funcdo levando
reducdo do crescimento fetal e alteragbes das secrecOes endometriais que vao

influenciar a performance reprodutiva da égua (EVANS et al, 1998).

Apesar de ndo ter sido verificado 0 aumento da angiogénese neste estudo,
podemos supor que houve aumento da irrigacdo sanguinea no tecido, por ter ocorrido
reparo da lesdo e portanto substituicdo do tecido fibrotico mais denso (Colageno I111)
pelo mais flexivel (Colageno 1) caracteristica descrita pelos autores BOCHSLER &
SLAUSON, (2002). Aléem disso, houve reparacdo da fibrose do endométrio e
consequentemente de todo endotelio, existindo a possibilidade de ter ocorrido a
substituicdo da fibrose perivascular por um tecido conjuntivo mais flexivel, melhorando
a irrigacdo tecidual e provavelmente ter melhorado a atividade glandular. Assim, estas
glandulas que anteriormente se encontravam atrofiadas, melhoraram sua atividade, com
consequente melhora na distribuicdo destas no estrato esponjoso. Pode-se também
ressalvar que esta melhora da reparacdo do endométrio das éguas tenha ocorrido em
funcdo do aumento da angiogénese como observados em outros estudos ao utilizarem o
tratamento com CTMs. (BLISS et al., 2007; CAPLAN et al., 2007), bem como em
estudos clinicos realizados em humanos (CHOPP et al., 2002), que observaram efeito
benéfico na recuperacdo funcional de animais isquémicos quando as CTMs foram
injetadas via intravenosa, intra-arterial ou intracerebral. Estes mesmos autores,
verificaram melhora em funcdo de um possivel mecanismo de acdo que envolva acgoes
troficas das celulas injetadas, resultando em um aumento da angiogénese, neurogénese e
sinaptogénese com consequente aumento no remodelamento do sistema nervoso e

funcionalidade do tecido.

Alguns autores (NUNES et al., 2003; NUNES et al., 2008; PORTO et al., 2009)
ao estudarem o endométrio de éguas com endometrite cronica degenerativa, verificaram
a deposicdo do colageno na regido periglandular como sendo a principal caracteristica
encontrada neste tecido, o que leva a atrofia glandular e ao comprometimento do
suprimento sanguineo para estas estruturas, comprometendo tanto a producdo de
substancias histotroficas como favorecendo a morte embrionaria precoce (FERREIRA-
DIAS et al., 1994). Estas observacGes vao ao encontro com 0s achados do presente
estudo, onde foi observado nas amostras estudadas que em DO havia a presenca de focos
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fibroticos e de ninhos glandulares em toda extensdo da lamina estudada, em diferentes

graus de severidade.

Nos processos fibréticos, ha a substituicdo dos depdsitos de acido hialurénico e
fibronectina, que ocorrem desde o inicio do processo inflamatério, por colageno tipo | e
Il principalmente. Outros tipos de colageno também s@o encontrados nesses processos,
porém em menor quantidade. E a deposicdo desses dois tipos de colagenos
estruturalmente rigidos que gradualmente promovem o desenvolvimento do tecido
cicatricial com maior forca tensora (BOCHSLER & SLAUSON, 2002).

Para identificacdo, distribuicéo e tipificacdo do colageno presente nas amostras
de éguas que continham processos degenerativo cronicos previamente selecionados, foi
empregado o metodo de avaliagdo Tricrdmio de Masson indicado para quantificar o
colédgeno pelo método morfométrico, e pela Imunohistoquimica que identifica os tipos
de colagenos presentes na fibrose com anticorpos monoclonais conforme ja descrito por
Carvalho et al., (2007). Estes métodos empregados permitiram a identificacdo de focos
de fibrose, bem como sua distribuicdo e quantificacdo, além da identificacdo dos tipos

de colagenos presentes.

Na analise computadorizada realizada, verificou-se diminuicdo significativa da
area de fibrose ao longo do tempo, melhora da densidade e distribuicdo glandular,
consequente aumento do namero de glandulas contadas objetivamente. Observou-se
assim remodelacdo tecidual entre os momentos com melhora da funcionalidade da
atividade glandular. A diminuicdo da area de fibrose no tecido pode ter sido favorecida
pelo melhoria da distribuicdo glandular, melhora da atividade glandular evidenciado nos

tecidos endometriais de éguas tratadas com CTMs.

Oliveira et al (2011) estudando tendinite induzida em equinos observou a
presenca do coladgeno | no tecido sadio e colageno Il na presenca de fibrose
concordando com os achados de Walter et al (2000) que ao realizarem
imunohistoquimica do Utero das éguas para os colagenos I e Il , observaram auséncia
do colageno I na fibrose endometrial severa das éguas; divergindo de Porto et al (2008),
que ao utilizarem a técnica e Picrosirius — Polarizacdo Red verificaram nos casos de
endometrites cronicas fibréticas substituicdo das fibras de coldgeno | por colageno tipo
Il considerando-o relacionado com o tecido sadio. Outros autores (LOVEIRA et al.,
2011; WALTER et al., 2000), encontraram fibras de colageno | em éguas classificadas
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como normais (categoria 1), e colageno tipo Il em éguas com processo degenerativo
crénico grave (categoria I11), concordando com os achados do presente estudo, pois, ao
realizarmos a imunohistoquimica verificamos fibras de colageno Ill presentes nos

processo de fibrose.

A caracterizacao das fibras de colageno I, ndo foi possivel, pois todas as laminas
em todos 0s momentos demonstraram aumento da imunomarcagéo para este anticorpo.
Este problema também detectado por Galvédo et al., (2007) e Carvalho et al (2008)
sugere-se ter ocorrido por algum tipo de reacdo cruzada com outro tipo de colageno e
/ou producdo de artefatos, imunomarcando o fundo da lamina, ou até mesmo por esta
fibra estar presente em todos os tecidos em grande quantidade tanto em processo
fibréticos quanto normais. Desta forma, optamos apenas por avaliar a imunomarcagéo
com a fibra de colageno Il seguindo a mesma metodologia de outros autores
(CARVALHO et al., 2008; GALVAO et al., 2007).

Ao avaliarmos a imunomarcacdo de colageno Il pelo método de
Imunohistoquimica, verificamos que houve uma diminuicdo significativa ao longo do
tempo (DO a D60) no grupo tratado com CTMs em relacdo aos demais tempos de
tratamento. Apesar de haver poucos estudos relacionados com este tipo de andlise,
Oliveira et al (2011) recentemente verificou, em tratamento de tendinite em equinos
com CTMs, a presenca de fibras de colagenos remodeladas e alinhadas resultante da
substituicdo de uma fibra mais densa de fibrose por outra menos densa (colageno I1I)
(MATSUMOTO et al., 2002). Estes autores também verificaram que na avaliacdo
imunohistoquimica houve predominancia do colageno tipo | no tecido sadio e maior

predominancia do colageno tipo 111 no tecido cicatricial.

Ao classificarmos a intensidade de coloracdo das laminas pelo método de
imunohistoquimica para marcacdo de colageno tipo Ill, observamos uma diminuicao
significativa ao longo do tempo (DO — D60) no grupo tratado. Esta intensidade estava
relacionada com a quantidade de fibrose presente no tecido que demonstrou ser maior
significativamente no DO quando comparado com o D60. Outros autores concordando
com nossos achados, ao avaliarem a intensidade de colageno por imunofluorescéncia
também verificaram que houve marcacédo difusa para a amostra de tendao de colageno |

e prevaléncia de colageno 111 nos processos de fibrose, demonstrando a continuidade do
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processo de cicatrizagdo tanto em cavalos (OLIVEIRA et al., 2011); como em humanos
(HANKEMEIER et al., 2009).

Estudos recentemente realizados em animais que foram submetidos a inducao de
cirrose hepética e tratados com CTMs verificou-se reducdo significativa da fibrose,
tanto quando as células foram administradas no l6bulo hepatico, quanto pela
administracdo por via endovenosa (SCHETTERT et al, 2008). Da mesma forma, ratos
foram induzidos com paracetamol a faléncia hepatica fulminante (HEUBI et al., 1998),
e posteriormente tratados com CTMs heterologas, constatando aumento significativo da
sobrevida dos animais testados, aspecto histologico e morfologico do figado
considerados normais com auséncia de fibrose e necrose, e tendéncia de retorno aos
valores normais da enzima Alanina Transferase (ALT) ap0s 72 da inducdo da leséo
(BELARDINELLI et al., 2008). Observagdes similares foram feitas por Orlic et al.,
(2001), que notaram em camundongos infartados, melhora da funcéo ventricular e da
formacdo de novas fibras musculares no coracdo quando receberam CTM autéloga de
origem medular.

Em camundongos que constavam da doencas de chagas cronica, ao receberem
injecdo de CTM autéloga da medula déssea, houve reducdo no grau de fibrose do
miocardio quando comparado com 0 grupo que ndo recebeu o tratamento com CTMs
(SOARES et al., 2004). Seguindo este mesmo modelo experimental previamente citado,
outros autores (VILAS BOAS et al, 2004) testaram a utilizagdo de CTMS em pacientes
humanos que apresentavam a doenca de chagas, e constataram reducdo no grau de
fibrose e melhora na funcao cardiaca ap0s o tratamento com CTM autdlogas da medula
Ossea. Efeitos benéficos tambem foram descritos em ratas que foram previamente
tratadas com ciclofosfamida e ap6s em um periodo de avaliagdo que oscilou de 2-8
semanas da injecdo de CTMs, demonstraram melhora da fung&o e estrutura dos ovarios,
além de diminuicdo dos niveis de apoptose das células granulosas do ovario (LIU et al.,
2008).

Apesar da reconhecida capacidade regenerativa das células tronco mesenquimais
ja citados na literatura no reparo dos tecidos, esta terapia ndo havia sido aplicada no
tratamento de lesdes endometriais. E bem conhecido que as células tronco
mesenquimais participam do processo de crescimento, remodelacdo e cicatrizacdo
tecidual (RICHARDSON, 2005), onde o implante das células tronco mesenquimais

causa 0 aumento do niamero de células progenitoras que normalmente estdo presentes no
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tecido afetado, aumentando assim, seu potencial de regeneragdo (FORTIER & SMITH,
2007). Estes achados vem de encontro com os observados no presente trabalho em que
0 uso da terapia com células tronco mesenquimais autéloga de origem medular foi
benéfica na recuperacdo de lesbes endometriais crénicas em equinos. Contudo, estudos
futuros se fazem necessarios para determinar o impacto desta terapia na fertilidade de

éguas.
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9- CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos e nas condi¢des nas quais foi realizado o

presente experimento podemos concluir que:

e O tratamento de éguas com processo cronico degenerativo com
ceélulas tronco mesenquimais oriundas da medula ossea foi eficiente em melhorar
a arquitetura histolégica no que diz respeito a atividade e distribuicdo glandular

e bem como levou a diminuicao do tecido fibratico.
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RESUMO

O trabalho teve por objetivos Isolar e caracterizar, através de marcadores de
superficie, células-tronco mesenquimais obtidas da medula 0ssea e do tecido adiposo de
equinos e avaliar o potencial de crescimento “in vitro” caracterizando a morfologia
desta linhagem celular. Foram utilizadas 10 éguas, de raca indefinida com idade entre 4
e 23 anos, em boas condigdes corporais. Para puncao aspirativa da medula 6ssea (MO)
utilizou-se agulha de puncdo de medula 6ssea na 5 esternnebra da égua. A obtencdo do
tecido adiposo (TA) foi realizada através de incisdo na base da cauda, retirando a
gordura presente entre o tecido e a musculatura. Ambas as amostras foram identificadas
e encaminhadas ao Laboratorio e cultivadas em meio DMEM alta glicose em estufa
com 37,5°C, em atmosfera imida contendo 95% de ar e 5% de CO,. Verificou-se apos
0 inicio do cultivo, que ambas as amostras apresentaram morfologia alongadas e
estimaram para MO e TA um tempo de aderéncia pos cultivo de 4-6 dias e 6-8 dias
respectivamente. As CTMs obtidas da MO atingiram confluéncia com 20-22 dias,
enquanto que as do TA, com 24-26 dias. A viabilidade celular analisada pos-
confluéncia foi realizada através da coloracdo de Azul de Tripan, apresentando para as
células obtidas da MO, viabilidade de 95% e concentracéo de 2,5x10" células e 88%
com concentracdo de 1,5x10" células obtidas do TA. A imunofenotipagem foi realizada
pela reagdo cruzada de anticorpos caninos com 0s antigenos de superficie equinos
(CD44, CD34) no citometro de fluxo Laboratorio de Citometria. Verificou-se marcagao
negativa para CD 34 nas amostras de MO e de TA, de 25% e 12% e marcagdo positiva
para CD 44 com 77% e 88% para ambas as amostras respectivamente. As células tronco
mesenguimais oriundas da medula éssea e do tecido adiposo, se mostraram similares em
relacdo a capacidade de desenvolvimento quando cultivado “in vitro”, podendo ambas
serem utilizadas para terapia celular.

Palavras-chave: Célula Tronco Mesenquimal, Imunofenotipagem, Viabilidade Celular
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ABSTRACT

The study aimed to isolate and characterize, by surface markers, mesenchymal stem
cells obtained from bone marrow and adipose tissue of horses and evaluate the growth
potential "in vitro™ characterizing the morphology of this cell line. A total of 10 mares
are used, aging between 4 to 23 years old, in good body condition. For aspiration of
bone marrow (BM) apuncture needle in the middle of stern of mare. The adipose tissue
was obtaining through a incision that was made at the base of the tail, removing the fat
present between the tissue and musculature. Both samples were identified and sent to
the Laboratory and cultured in DMEM high glucose in oven with 37.5 ° C in humidified
atmosphere containing 95% air and 5% CO2. Both samples showed elongated
morphology for MO and TA and the time of adhesion was observed with 4-6 and 6-8
days of cultivation, respectively. The MSCs obtained from the MO reached confluence
at 20-22 days, while those of the TA, with 24-26 days. Cell viability assessed after
confluence was performed by staining with trypan blue, for presenting cells obtained for
MO, a viability of 95% and a concentration of 2.5 x10’ cells and 88% of viability with a
concentration of 1.5 x10” cells obtained from TA. Immunophenotyping was performed
by antibodies cross-reactivity with canine equine surface antigens (CD44, CD34) using
flow cytometry, 25% and 12% of samples were negative for CD34 marking and 77%
and 88% samples stained positive for CD44, for MO and TA respectively. In
conclusion, the stem cell obtained of bone marrow and adipose tissue were similar for
the development capacity and in vitro culture adherence.

Keywords: Mesenchymal Stem Cell, Immunophenotyping, Cell Viability
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue aislar y caracterizar, por marcadores de superficie, células
madre mesenquimaticas obtenidas de la médula 6sea y el tejido adiposo de los caballos
y evaluar el potencial de crecimiento "in vitro" la caracterizacion de la morfologia de
esta linea celular. Utilizamos 10 yeguas, de mestizo con edades entre 4 y 23 afios de
edad, en buena condicion corporal. Para la aspiracion de médula 6sea (BM) se utiliza
aguja de puncion de medula 0sea en los caballos. La obtencion de tejido adiposo (AT)
incision se hizo a traves de la base de la cola, la eliminacion de la grasa presente entre el
tejido y la musculatura. Ambas muestras fueron identificadas y enviadas al Laboratorio
de Reproduccion y Terapia Celular Avanzada (SPEAR), Departamento de
Reproduccion Animal (UNESP, Botucatu, SP) y se cultivaron en DMEM alto en
glucosa horno con 37,5 ° C en ambiente humidificado contiene 95% de aire y 5% de
CO2. Se encontro despues del inicio del cultivo, las dos muestras mostraron morfologia
alargada para MO y MT calcula el tiempo de adherencia después de 4-6 a 6-8 dias de
cultivo, respectivamente. EI MSC obtenido a partir de la MO alcanzaron la confluencia
en 20- 22 dias, mientras que los de la TA, con 24-26 dias. Evaluo la viabilidad celular
después de la confluencia se realizd por tincion con azul de tripano, para células
presentadoras obtenidos de OM, viabilidad de 95% y una concentracién de 2,5 x10’
células y el 88% con una concentracion de 1,5 x10’ células obtenidas de TA.
Inmunofenotipo fue realizada por la reactividad cruzada de los anticuerpos con los
antigenos de superficie canina equina (CD44, CD34) en el Laboratorio de Citometria de
flujo Citometria de Flujo del Centro de Sangre de la Facultad de Medicina de Botucatu,
UNESP. Se encontré negativo para CD 34 marcando las muestras de MO y MT, 25% y
12% vy se tifleron positivas para CD 44 77% y 88% respectivamente para las dos
muestras.

Palabras clave: células madre mesenquimales, inmunofenotipo, la viabilidad celular
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1. Introducdo

As células-tronco possuem a capacidade de se auto-regenerar e se diferenciar em
diversos tipos celulares. Estas células tém um papel importante no desenvolvimento dos
seres vivos e um enorme potencial de utilizacdo em medicina regenerativa. As células-
tronco classificam-se em embrionarias, obtidas da massa celular interna de embrides no
inicio de seu desenvolvimento e, somaticas, ou adultas, encontradas em tecidos ja
diferenciados de fetos, recém nascidos ou adultos (FRIEL et al., 2005). As células-
tronco somaticas podem ser obtidas da medula ¢ssea, do sangue periférico, do cordédo
umbilical e do figado (HERZOG et al., 2003).

Células-tronco obtidas de medula ¢ssea tém sido usadas na pratica medica como
fonte de celulas hematopoiéticas e os transplantes de medula fazem parte do tratamento
de doencas hematoldgicas ha varias décadas. As células-tronco hematopoiéticas
promovem a reconstituicdo hematopoiética e de outros tecidos, estando presentes no
embrido, sangue periférico, medula dssea e sangue do corddo umbilical (HERZOG et
al., 2003).

Recentemente observou-se que na medula 6ssea ha outro tipo de células-tronco
denominada célula tronco mesenquimal (CTM) que tém alta capacidade de se renovar e
diferenciar em vérias linhagens de tecido conjuntivo. Em determinadas condigdes, as
CTM podem dar origem a células de diversos tecidos incluindo cartilagem, 0sso,
musculo e gordura (REYES, et al., 2001). Alem da medula 6ssea, CTMs podem ser
isoladas tambeém do tecido adiposo, de varios tecidos fetais e numerosos outros tecidos
de adultos. A propriedade basica que permite o isolamento e a cultura de células-tronco
mesenquimais é sua facilidade de aderir a superficies como vidro e plastico (CONRAD
& HUSS, 2005).

O uso de marcadores de superficie tem sido utilizado como método de
identificacdo da imunofenotipagem um método aceito para a diferenciacéo de linhagens
de células-tronco somaticas (FORTIER, 2005). CTM carregam proteinas de superficie
que podem ser reconhecidas por anticorpos especificos e, portanto podem ser utilizados
na caracterizacdo dessas células. CTM de humanos e ratos expressam CD105, CD73,
CD44, mas nédo expressam CD45 e CD31. Em adi¢éo a isso, € consenso que as CTM
cultivadas e expandidas sdo negativas para CD34 (COPLAND et al, 2007).
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Infelizmente, a maioria desses marcadores ainda ndo foi validada como marcadores de
superficie para eqiinos e ha evidencias que alguns anticorpos ndo possuem reacao
cruzada com o cavalo (TAYLOR et al, 2007).

Em funcdo do exposto o presente trabalho teve por objetivo isolar e caracterizar,
atraves de marcadores de superficie, células-tronco mesenquimais da medula éssea e do
tecido adiposo de equinos e avaliar o potencial de crescimento “in vitro” de células

tronco mesenquimais obtidas da medula 6ssea e do tecido adiposo.

2. Material e Métodos

O experimento com os animais foi realizado no Posto de Monta da Fazenda
Lajeado — UNESP — localizado no municipio de Botucatu (LAT.22°S e LONG. 48° W),
estado de S&o Paulo, sendo que o cultivo das células tronco mesenquimais foi realizado
no laboratorio de Reproducdo Avancada e Terapia Celular (LANCA) do Departamento
de Reproducdo Animal da FMVZ — UNESP- Botucatu, SP.

2.1. Coleta e Cultivo das Células Tronco da Medula Ossea
a) Punc&o aspirativa da Medula Ossea
Foram aspiradas a medula 0ssea na regido referente ao 0sso esterno de cada
animal. Localizada a 5% (Quinta) esternebra, de 10 éguas de raca indefinida com idade
entre 4 e 23 anos, em boas condicGes corporais, recebendo 4Kg/dia de racdo divididos
em dois tratos; 10Kg/dia feno cost-cross (Cynodon dactylon); suplementacdo mineral

(70g/dia) e livre acesso a pasto e bebedouro.

Previamente a aspiracdo da medula 0Ossea, os animais foram mantidos em
estacdo, contidos em tronco e sedados com 0,5mg/kg de Xilazina. Apo6s foram
tricotomizados em uma area de 5 x 20 cm na regido referente ao 0sso esterno de cada
animal. Localizada a 5% (Quinta) esternebra, realizou-se o blogueio anestésico local com
10 ml de cloridrato de lidocaina®, seguido de anti-sepsia local. A puncdo aspirativa da
medula 6ssea (MO) foi realizada conforme a metodologia modificada de Barreira et al
(2008). Para isso, utilizamos uma agulha de puncdo de medula 6ssea em equinos,
modelo Jamshidid, de calibre oito e 12 cm de comprimento. Uma vez bem fixa a agulha
dentro do esterno), removemos o mandril e realizamos a aspiragdo do sangue da medula

6ssea com auxilio de uma seringa de 20mL (Figura 1) contendo DPBS (5ml) e heparina
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(Iml) a 5000 Ul/mL. Foram coletadas 2 (duas) seringas e destinadas para o cultivo
celular.

As amostras foram identificadas e encaminhadas ao Laborat6rio de Reproducédo
Avancada e Terapia Celular (LANCA) do Departamento de Reprodugdo Animal
(UNESP, Botucatu, SP) para a separagdo da fracdo mononuclear, realizacdo do cultivo
celular e identificacdo da viabilidade celular através da coloracdo de tripan blue

contadas em camara de Newbauer.

Figura 1: Agulha de puncdo Jamshid (A) e coleta da Medula Ossea (MO) do

esterno da égua (B)

b) Isolamento e cultivo das células tronco mesenquimal da medula dssea

Apos a coleta da medula dssea e 0 encaminhamento até o laboratorio, o sangue
foi filtrado em um equipo de transfusdo® sanguinea humano para retirada dos coagulos
posteriormente centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos para retirada do soro e gordura.

O material obtido foi ressuspendido na proporcéo 1/1 em DMEM alta glicose?
com L-glutamina sem soro (Gibco), e transferido para um outro tubo de 15 mL
contendo 4 mL de gradiente de densidade Ficoll-Paque® premiun 1073* (densidade
1.077 g/mL-Amersham Biosciences) (dilui¢cdo Ficoll: meio de 1:1), centrifugado a 1500
rpm durante 40 minutos a temperatura ambiente. Apos a centrifugagdo, formou-se um
“halo” transparente no meio do tubo como demonstrado na figura 5 correspondente a

células tronco mononucleares (Figura 2).
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Figura 2: Presenga de “halo” transparente constituido de células mononucleares

Este “halo” foi coletado na interface Ficoll-células e ressuspendida em meio
DMEM sem soro. O material foi novamente centrifugado a 1.500 rpm durante 10
minutos, repetindo este procedimento por 2 vezes para total retirada do Ficoll. Apés a
lavagem, o pellet foi ressuspendido em 1 mL de DMEM com 20% de soro fetal bovino,
e as células foram contadas em camara de Newbauer. As celulas foram entdo
plaqueadas em frascos de 25 cm? com 5 mL de meio DMEM alta glicose com L-
glutamina e 10% SFB e 10% soro Knockout contendo penicilina, estreptominica (1%) e
anfotericina B (1,2%)' a 37,5°C, em atmosfera imida contendo 95% de ar e 5% de
CO,. O meio de cultivo foi trocado a cada 4 a 5 dias. O repique que € a retirada das
células aderidas no fundo da placa de cultivo foi realizado quando se atingiu uma
confluéncia de aproximadamente 80% (figura 3).

Figura 3: Aspecto das células mesenquimais equinas em cultivo in vitro (A)

Inicio da aderéncia das células demonstrando aspecto arredondado. (B) Celulas aderidas
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com morfologia alongada semelhante a fibroblastos. (C) Confluéncia de 80% de

linhagem celular indiferenciada.

2.2 - Coleta e Cultivo das Células Tronco do Tecido Adiposo

a) Obtencéao do tecido adiposo

A coleta do tecido adiposo foi realizada em 10 éguas de raca indefinida com
idade entre 4 e 23 anos, que apresentavam boa condicdo corporal, recebendo racao e
tendo livre acesso a pasto e bebedouro.

A base da cauda eqiina foi escolhida como local de coleta de tecido adiposo
devido a maior disponibilidade de material, auséncia de grandes vasos e facil acesso.
Para realizacdo do procedimento foi necessario o preparo cirdrgico na base da cauda,
realizando tricotomia e posterior anti-sepsia. Em seguida a égua foi tranquilizada
sisttmicamente com Xilazina e posteriormente foi realizada a infiltragdo local com
cloridrato de lidocaina, seguida de anti-sepsia local.

Foi realizada uma incisdo de aproximadamente 10 cm de comprimento ao lado
da base da cauda , permitindo a visualizagdo de uma camada de tecido adiposo entre a
pele e a musculatura, sendo entdo realizada a coleta de aproximadamente cinco gramas
de tecido “gorduroso”. Este foi armazenado em tubo conico de 50 mL, estéril, contendo
meio DMEN-HEPES suplementado com estreptomicina e anfotericina B de modo que
fiqgue completamente submerso para evitar ressecamento do material. Apoés, foi levado
diretamente para o processamento no laboratdrio e foi realizadas a sutura do tecido
subcutaneo com fio absorvivel e a pele com um fio inabsorvivel sintético, em ambos
locais foi utilizado padréo de sutura simples continuo.

b) Isolamento e cultivo das células tronco mesenquimal do tecido adiposo

A extracdo da fracdo contendo as CTM foi baseada nas técnicas previamente
descritas para a extracdo da fracdo vascular estromal em humanos (AUST et al. 2004) e
para a extracdo da fracdo vascular estromal em equinos (VIDAL et al. 2007).

Apos a obtencdo das amostras do tecido adiposo, estas foram submetidas a
sucessivas lavagens com meio DMEN-HEPES e posteriormente a uma separagdo
mecanica por meio de uma lamina de bisturi e a acdo digestora da colagenase tipo I,
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA). A solucdo foi homogeneizada e levada a estufa a
37° C em atmosfera com 5,0% de CO, em ar. Apos 24 horas de cultivo foi feita a
filtragem do material por um filtro de Nylon (BD Falcon Cell Strainer, 70 um) e a

solucéo filtrada foi adicionada a um mesmo volume de meio DMEM sem soro. Este
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material foi centrifugado a 1900 rpm repetindo este passo por 2 vezes. Apos a lavagem,
0 pellet foi ressuspendido em 1 mL de DMEM com 20% de soro fetal bovino, e as
células contadas. As células foram plaqueadas em frascos de 25 cm?, com 5 mL de meio
DMEM alta glicose com L-glutamina e 10% SFB e 10% soro Knockout contendo
penicilina, estreptomicina e anfotericina B. O meio de cultura foi trocado a cada 4 a 5
dias. O repique das células foi realizado quando atingiu uma confluéncia de

aproximadamente 80% (Figura 4).

Figura 4: Célula Tronco Mesenquimal (CTMs) do tecido adiposo de equino
cultivadas in vitro, (A) Células aderidas com morfologia arredondada e algumas com
aspecto fibroblastdide; (B) Crescimento in vitro das CTMs com morfologia alongada e
aspecto semelhante a fibroblastos. (C) Confluéncia de 80% das CTMs formando uma

linhagem celular.

2.3 Viabilidade das células tronco mesenquimais CTMs para medula déssea
(MO) e tecido adiposo (TA)

Apos a obtencdo da confluéncia pos cultivo celular, adicionou 2 mL de tripsina
pré aquecida as 37 graus celsius na garrafa de cultivo. Esta foi homogeneizada junto as
células e entdo o contetdo desprezado. Novamente adicionou 2 mL de Tripsina dentro
da garrafa de cultivo que foi encaminhada para estufa com CO; e O, controlado em uma
temperatura de 37 graus Celsius por 5 minutos.

Posteriormente o contetdo foi desprezado em um tubo Falcon de 15 mL e foi
adicionado 1 mL de soro fetal bovino (SFB) e encaminhado para centrifugacdo por
1500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi

homogeneizado com um novo meio de cultivo celular.
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A preparacdo do corante Azul de Tripan foi realizada diluindo 1:1 de meio com
0 corante. A leitura da viabilizacdo das células foi feita na Camara de Newbauer que
foram contados os dois lados da cAmara. As estruturas coradas de azul eram células

lesionadas e as que ndo coravam eram células intactas.

2.4 Caracterizacdo das células tronco mesenquimais (CTMs) para medula
6ssea (MO) e tecido adiposo (TA)

Em ambos os grupos, logo apos a separacdo, foram removidos 100 pL do meio e
colocadas em um tubo de hemdlise para contagem celular, onde o nimero de células
foi quantificado por meio do hematocitémetro para avaliar a viabilidade celular por
exclusdo através da coloragdo do azul de trypan.

A caracterizacdo das CTMs foi realizada logo apds a separacdo, no momento da
primeira passagem e apos a terceira passagem, tanto nas amostras obtidas da medula
6ssea, como do tecido adiposo. Para tanto, foi realizada a caracterizag¢do celular pela
reacdo cruzada de anticorpos caninos com o0s antigenos de superficie eqliinos (CD 44,
CD 34) por citometria de fluxo. As amostras foram analisadas em citémetro de fluxo
FACS Calibur BD®, no Laboratério de Citometria de Fluxo do Hemocentro da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

3. Analise Estatistica

A moda representa o valor de classificacdo que foi apresentado com maior
freqiiéncia, demonstrando a caracteristica mais comum de cada grupo.

Para comparar os valores de média e erro padrdo da média dos tempos de cultivo
foi utilizado ANOVA.

4. Resultados

Os resultados obtidos em relacdo as medias * erro padrdo da média de variagédo
do tempo de aderéncia, tempo de confluéncia e numero de (Tabela0l). As células
obtidas da medula dssea (MO) apresentaram um tempo de aderéncia das CTMs na placa
de cultivo in vitro entre 4-6 dias e as do tecido adiposo (TA) entre 6-8 dias. As CTMs
obtidas da MO, obtiveram confluéncia na placa de cultivo in vitro entre 20-22 dias
constatando 95% de viabilidade celular avaliadas pela coloracdo de Azul de Tripan. Ja
as célulasobtidas do TA obtiveram maior tempo de confluéncia entre 24-26 dias e
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menor porcentagem de viabilidade celular (88%) quando comparada com as da MO
(Tabela 01).

Na avaliagdo da Imunofenotipagem, verificou-se alta marcagéo para o anticorpo
monoclonal CD44 em ambos 0s grupos, sendo 75% para MO e 88% para 0 TA e baixa
marcagédo para o anticorpo monoclonal CD34 com 25% e 12% respectivamente (Tabela
01).

Tabela 01: Caracterizacdo das células tronco mesenquimais obtidas da medula

6ssea e do tecido adiposo

GRUPOS MEDULA OSSEA (MO)  TECIDO ADIPOSO (TA)

Namero de CTMs apds 2,5 x 10’ 1,5 x10’
atingir 70%.de
subconfluéncia
Viabilidade de CTMs apds 95 88
atingir 70% de
subconfluéncia (%0)

Marcacédo de CD34 (%) 25 12
Marcacéo de CD44 (%) 75 88
5. Discussao

As CTMs utilizadas como tratamento no presente estudo, ao sofrerem o0 processo
inicial de isolamento durante o cultivo celular, apresentaram-se com morfologia
fibroblastoides (alongadas), caracteristicas de células de origem mesenquimal,
caracteristica tambem encontrada por outros autores (OSHIMA et al. 2005) em CTMs

provenientes de medula 6ssea dos fémures e tibias de ratos.



© 00 N O O B~ W N e

N e o e
N o o W N P O

18

19
20
21
22
23

24
25
26

27
28

29
30
31

13

O protocolo adotado neste estudo para isolamento das células tronco
mesenquimais obtidas tanto da medula 6ssea quanto do tecido adiposo foi eficaz,
resultando na recuperacdo de células com morfologia de aspecto fibroblastéides, alta
marcagdo na imunofenotipagem através da utilizacio de anticorpos monoclonais para o
CD 44 (celulas mesenquimais) e baixa para o CD 34 (hematopoiéticas) corroborando
com outros autores (KERN et al., 2004; ZHU et al., 2008). O método da avaliacdo das
CTMs através da citometria de fluxo é um recurso utilizado para analise de forma
rapida, objetiva e quantitativa as células em suspensdo (FALDY et al., 2001). A
marcacdo das CTMs para CD34 e CD44 pela citometria de fluxo nos animais
domésticos € possivel devido a producdo de anticorpos monoclonais especificos
(MCSWEENEY et al.,, 1998; HARTNTT et al., 2002). Entretanto, devido & baixa
disponibilidade de anticorpos especificos para a espécie equina, no presente projeto
foram utilizados anticorpos caninos, com os quais foi constatada previamente a reagdo
cruzada. Desta forma, as CTMs tanto do nosso estudo como dos demais autores
(PHINNEY & PROCKOP 2007; ZHU et al., 2008), foram caracterizadas pelo poder
adesivo na placa de cultivo, bem como pela marcacdo negativa para o CD 34, e pela
marcacao positiva para CD44.

6. Conclusoes

As células tronco mesenquimais oriundas da medula éssea e do tecido adiposo,
se mostraram similares em relacdo a capacidade de desenvolvimento quando cultivado

“in vitro”, podendo ambas serem utilizadas para terapia celular.
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