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SVICERO, D.J. Eficécia do ultrassom na identificacdo de transplantes de células
tronco mesenquimais em tecido muscular equino. Botucatu, 2014. 70 p. Dissertagédo
(Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Diversas caracteristicas biologicas das células tronco mesenquimais (CTMSs) e seus
efeitos nos tecidos ainda permanecem desconhecidos. Desta forma, estudos que visem
compreender aspectos da biologia das CTMs, como mecanismo de acdo, potencial de
migracdo para o foco da lesdo e tempo de permanéncia das células no local do
transplante, podem contribuir para o uso terapéutico seguro e eficaz. Neste contexto, a
rastreabilidade celular é fundamental. Este estudo avaliou a eficacia da ultrassonografia
na identificagdo de transplantes de CTMs marcadas com o nanocristal Qtracker 655
no musculo brachiocephalicus de equinos. CTMs de medula 6ssea (MO) de um equino
eleito doador foram cultivadas e avaliadas in vitro quanto ao potencial de diferenciacéo
osteogénico, adipogénico e condrogénico. Adicionalmente avaliou-se a caracterizagdo
imunofenotipica pela expressdo dos marcadores CD34, CD44, CD90, CD105 e MHCII
através da citometria de fluxo. Um banco de CTMs provenientes de medula dssea
(CTM-MO) foi criado visando transplantes com a terapia alogénica. Foram
transplantadas no musculo brachiocephalicus direito CTM-MO alogénicas marcadas
com nanocristal Qtracker 655° e no esquerdo CTM-MO n&o marcadas. Foram
realizados exames de ultrassonografia (US) no momento da aplicagdo (MO), 24, 48, 72 e
96 horas apdés (M24, M48, M72 e M96, respectivamente). No M96 foi realizada a
bidpsia muscular do local do transplante. A analise imunofenotipica das CTM-MO
revelou elevada expressdo dos marcadores CD44, CD90 e do CD105 e baixa expressao
do marcador CD34 e MHC 1l comprovando as caracteristicas esperadas das CTMs. A
técnica de imunofluorescéncia utilizada nos fragmentos dos tecidos musculares permitiu
identificar a presenca do nanocristal em todos os fragmentos biopsiados. Os transplantes
de CTM-MO marcadas com o nanocristal exibiram imagens com ecogenicidade e
ecotextura diferentes em comparacdo com as ndo marcadas. O lado dos transplantes
marcados mostrou imagens regulares, definidas e hiperecdicas, cercadas por uma leve
reverberagdo na area de formacio em 0, 24 e 48 horas. As 72 e 96 horas, mostrou maior

dispersdo e aumento da ecotextura heterogénea ao longo da regido muscular. O lado



com transplantes de CTM-MO ndo marcadas a 0 horas mostrou imagens dispersas e
hiperecdicas, formando efeito de reverberacdo e sombra acUstica moderada. Ao fim de
24, 48 e 72 horas ndo houve alteracdo na ecotextura muscular. Em 96 horas, a
ecotextura muscular foi discretamente heterogénea, sugestivo de processo de reparagédo
instalado ap6s a inoculacdo. O uso do US se mostrou capaz de contribuir no
acompanhamento de transplantes CTM-MO marcadas com nanocristal durante MO,

M24 e M48 qualitativamente, conforme a metodologia empregada.

Palavras-chave: Equino, miopatias, células tronco mesenquimais, ultrassom,

nanocristal.
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ABSTRACT

Several biological characteristics of mesenchymal stem cells (MSCs) and their effects
on tissues remain unknown. Thus, studies aiming to understand aspects of the biology
of MSCs, mechanism of action, migration potential for the focus of the lesion and
length of time that cells stay at the site of transplantation, may contribute to the safe and
effective therapeutic use. In this context, the cell traceability is critical. This study
evaluated the effectiveness of ultrasound in identifying transplanted MSCs marked with
the nanocrystal Qtracker 655® in brachiocephalicus muscle of horse. MSCs from bone
marrow (BM) of an elected equine donor were cultured and evaluated in vitro for
potential of differentiation into osteogenic, adipogenic and chondrogenic. Additionally
we evaluated the immunophenotypic characterization by expression of the markers
CD34, CD44, CD90, CD105 and MHCII by flow cytometry. A bank of MSCs from
bone marrow (MSC-MO) was created aiming transplants with allogeneic therapy.
Allogeneic MSC-MO labeled with nanocrystal Qtracker 655® were transplanted to the
right brachiocephalicus muscle and MSC-MO unmarked were transplanted to the left
muscle. Ultrasound (US) were performed at the time of application (MO0), 24, 48, 72 and
96 hours after (M24, M48, M72 and M96, respectively). In M96 a muscle biopsy of the
site of transplantation was performed. Immunophenotypic analysis of MSC-MO showed
high expression of CD44, CD90 and CD105 markers and low expression of CD34 and
MHC Il markers confirming the expected characteristics of MSCs. The
immunofluorescence technique used in muscle tissue fragments identified the presence
of the nanocrystal in all biopsied fragments. Transplants with MSC-MO labeled with
nanocrystal exhibited images with different echotexture and echogenicity compared to
unlabeled MSC-MO. The side of transplants with labeled MSCs showed regular,
defined and hyperechoic images surrounded by a light reverberation in the training area
at 0, 24 and 48 hours. At 72 and 96 hours showed greater dispersion and increased
heterogeneous echotexture along the muscle region. The side with transplanted MSC-

MO unlabeled at 0 hours showed scattered hyperechoic images, forming reverb effect



and moderate acoustic shadow. At 24, 48 and 72 hours there was no change in muscle
echotexture. In 96 hours, the muscular echotexture was mildly heterogeneous,
suggestive of repair process installed after inoculation. The use of the US was able to
contribute to the qualitatively monitoring of transplanted MSC-MO labeled with
nanocrystal during MO, M24 and M48, according to the methodology used.

Key words: Equine, myopathies, mesenchymal stem cells, ultrasound, nanocrystal.



CAPITULO 1

INTRODUCAO

Pesquisas com células tronco mesenquimais (CTMs) e engenharia tecidual tém
mostrado perspectivas que provavelmente irdo beneficiar a salde tanto dos humanos
como dos animais domésticos, dentre eles, os equinos atletas (KOCH et al., 2009). Para
estes, na ultima década, estdo em crescente avanco novas modalidades de terapia com
CTMs e estudos atentando-se a sua caracterizagdo e potencial de diferencia¢do (SMITH
et al., 2003; KOERNER et al., 2006; ALVES et al.,2009; DE SCHAUWER et al., 2010;
BURK et al., 2013a), e sua possivel aplicacdo terapéutica em enfermidades
neurolégicas (MAIA et al.,, 2012), musculoesqueléticas (GUTIERREZ-NIBEYRO,
2011), dentre outras.

CTMs sdo células progenitoras encontradas em tecidos adultos, caracterizadas
pela extensa capacidade proliferativa e pelo potencial de se diferenciar em varias
linhagens de origem mesodermal; além de serem facilmente isoladas e expandidas in
vitro. Apesar de ainda controverso, diversos estudos demonstraram a capacidade das
CTMs de se transdifericiarem em tipos celulares das linhagens ectodermal e endodermal
(CHEN Y et al., 2008; WU; TAO, 2012). Essas propriedades tornam as CTMs alvos
promissores para aplicagdo em ensaios clinicos, particularmente em medicina
regenerativa, terapia celular e engenharia de tecidos (MEIRELES et al., 2006, CHEN et
al., 2008). Adicionalmente, a multipotencialidade, os efeitos paracrinos, a propriedade
imunomoduladora e 0 comportamento migratério também corroboram para o grande
interesse cientifico acerca dessas células (BROOKE et al., 2007).

Também, em medicina equina os estudos com CTMs apresentam resultados
promissores, particularmente no tratamento de lesdes musculoesqueléticas e
osteoarticulares, (GODWIN et al., 2012). Os equinos apresentam alta prevaléncia de
enfermidades musculares, associadas ou ndo ao exercicio fisico intenso. Muitas delas,
como a Distrofia Muscular Nutricional e as Miopatias Inflamat6rias que podem
acarretar severa atrofia muscular. Neste contexto a terapia celular com CTMs constitui-
se em uma alternativa para recuperacao tecidual.

Os principios da terapia com CTMs sdo baseados em evidéncias que sugerem
que estas células melhoram a reparagdo e funcdo dos tecidos pela



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

Apesar disso, muitas caracteristicas bioldgicas das CTMs e seus efeitos nos
tecidos ainda permanecem desconhecidos. Desta forma, estudos que visem compreender
aspectos da biologia das CTMs, como mecanismo de acdo, potencial de migracdo para o
foco da lesdo e tempo de permanéncia das células no local do transplante, podem
contribuir para o uso terapéutico seguro e eficaz. Neste contexto, a rastreabilidade
celular é fundamental, sendo que diversos marcadores tém sido utilizados
(BYDLOWSKI et al., 2009).

Quantum dots (pontos quanticos) sdo nanocristais semicondutores (~2-100 nm)
com propriedades Oticas e elétricas Unicas (DABBOUSI et al., 1997; BRUCHEZ et al.,
1998) comumente aplicados em imagens biomédicas e em industrias eletrnicas
(HARDMAN, 2006). Uma das propriedades mais valiosas dos Quantum dots (QDs) é
seu espectro de fluorescéncia, o que confere aos QDs luminescéncia ética para imagens
biomédicas (CHAN et al., 2002; ALIVASATQS, 2004). Os QDs fluorescentes podem
ser conjugados com moléculas bioativas (anticorpos, receptores celulares) para marcar
eventos bioldgicos especificos e estruturas celulares, como peroxissomos, DNA e
receptores de membrana celular (HARDMAN, 2006), adequados para marcagdo de
CTMs e passiveis de rastreabilidade por alguns equipamentos de diagndstico por
imagens capazes de estimular e/ou captar a luminescéncia.

Os QDs estdo emergindo como uma nova classe de nanoparticulas excitaveis
com diversificadas aplica¢fes biomédicas, incluindo métodos de formacdo de imagens
de tumores in vivo de modo ndo invasivo, linfonodos, leitos vasculares e trafego celular
(MICHALET et al., 2005; LIN et al. 2007).

Tais eventos estimularam-nos em se valer da ultrassonografia e a escolha do
nanomarcador Quantum Dot Qtracker 655° com o intuito de se avaliar a eficacia de
detectar diferencas de ecogenicidade e ecotextura em transplantes de CTMs marcadas
com este nanocristal e ndo marcadas em tecido muscular equino.

A hipotese a ser testada neste estudo é a de que transplantes de CTMs marcadas
com nanocristal podem ser identificados pelo ultrassom (US). Caso esta hipotese seja

confirmada, novos estudos sobre o comportamento migratorio e tempo de permanéncia



no tecido muscular transplantado poderdo ser realizados, contribuindo para 0 uso

terapéutico seguro e eficaz das CTMs em enfermidades musculares de equinos.



REVISAO DE LITERATURA

1 Ceélulas Tronco (CT)

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

Estas células podem ser classificadas segundo sua potencialidade (habilidade
para diferenciacdo) em totipotente (capacidade de criar um organismo inteiro),
pluripotente (capacidade de se diferenciar em células das trés camadas germinativas:
ectoderma, mesoderma e endoderma), multipotente (capacidade de diferenciacdo a um
numero limitado de linhagens) e unipotente (KOCH et al., 2008), podendo tornar-se
precursoras de células neurais, 0sseas, hepaticas, além dos trés tipos de musculo:
cardiaco, esquelético e liso (SCHWINDT et al., 2005).

Também podem ser classificadas de acordo com sua origem em embrionarias
(encontradas nos embriBes) e adultas (extraidas dos diversos tecidos, tais como medula
0ssea, tecido adiposo e corddo umbilical) (SCHWINDT et al., 2005; DAHLGREN,
2009).

2 Células Tronco Mesenquimais (CTMs)

As células tronco mesenquimais (CTMs) s@o células progenitoras multipotentes,
ndo hematopoiéticas, facilmente isoladas a partir de diversos tecidos adultos, e
caracterizadas por sua extensa habilidade proliferativa e de se diferenciar in vitro em
diversas linhagens mesenquimais em resposta a um estimulo apropriado, incluindo
osteoblastos, adipocitos, condrocitos, tendcitos e midcitos (CHAMBERLAIN et al.,
2007; CHEN F et al,, 2007, DAHLGREN, 2009; NOTH et al., 2010), ja sendo
demonstrado seu uso em cartilagem, 0sso e tenddo de equinos (SMITH et al., 2003;
TAYLOR et al., 2007). Adicionalmente, apesar de controverso, as CTMs também

podem se diferenciar em resposta a estimulos especificos, em células de outras



linhagens germinativas como neur6énios, células da glia e hepatdcitos (CHEN Y et al.,
2008; WU; TAO, 2012).

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

Para a caracterizacdo das CTMs, alguns marcadores de superficie (Clusters
Designation — CD) tém sido utilizados e avaliados segundo sua expressdo ou nao (Le
BLANC et al., 2003; RYAN et al., 2005; KERN et al., 2006; CHEN F et al., 2007; De
SCHAUWER et al., 2010). Ainda ndo ha um Unico marcador ou uma combinacdo de
marcadores que se mostram especificos e exclusivos das CTMs, sendo que estes sao
encontrados também em outros tipos celulares (CHEN F et al., 2007; BYDLOWSKI et
al., 2009; MONTEIRO et al., 2010).

Em humanos héa critérios minimos estabelecidos pela Sociedade Internacional de
Terapia Celular para a caracteriza¢do das CTMs, elas devem ser aderentes ao plastico,
expressarem os marcadores de superficie CD105, CD73 e CD90, e ndo expressarem 0S
marcadores CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 ¢ HLA-DR, e ainda, se
diferenciarem em osteoblastos, adipécitos e condroblastos in vitro (DOMINICI et al.,
2006).

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

Por causa destas limitacGes, a aderéncia ao plastico, a diferenciacdo nas
linhagens osteogénica, condrogénica e adipogénica, a expressdo dos CD90, CD44, a ndo
expressdo do CD34 (CARVALHO et al., 2009; MAIA et al., 2013), ou segundo De
Schauwer et al. (2010) a expressédo dos CD 29, CD 44 e CD 90, e ndo expressao dos
CDI14, CD79a ¢ MHC-II, sédo as propriedades disponiveis mais confiaveis para a
caracterizacdo das CTMs equinas.

Sendo assim, para conseguir resultados promissores na terapia com células
tronco em cavalos, avangos devem ser realizados na caracteriza¢do das células tronco
equinas (BURK et al., 2013b).
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2.1 Fontes para a aquisi¢do das CTMs

As CTMs existem em todos 0s 6rgaos e tecidos pés-natais (BYDLOWSKI et al.,
2009), sendo comprovadas sua aquisicdo de céerebro, baco, figado, rim, pulmao, medula
6ssea, musculo, timo e pancreas de camundongos (MEIRELLES et al., 2006).

Diversas fontes podem ser utilizadas para obtengcdo de CTMs em equinos, como
sangue do corddao umbilical (REED; JOHNSON, 2008; BARTHOLOMEW et al.,
2009), tecido do corddo umbilical (VIDAL et al., 2012), subendotélio da veia umbilical
e geléia de Wharton (TROYER; WEISS, 2008), tecido adiposo (CARVALHO et al.,
2009; MAMBELLI et al., 2009), medula 6ssea (COLLEONI et al., 2009; RANERA et
al., 2012; MAIA et al., 2013), membrana amnit6tica (LANGE-CONSIGLIO et al.,
2013), sangue periférico (KOERNER et al., 2006) e tenddo (BURK et al., 2013b).

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

Normalmente, as CTMs sdo obtidas dos préprios pacientes (autélogas), pois ndo
resultam em nenhum efeito deletério significante durante o processo da implantacao
(como por exemplo, formacdo de tumores no local) (RICHARDSON et al., 2007). No
entanto, o uso de células autdlogas para o tratamento possui limitacGes, como sua
utilizacdo em lesBes agudas (pois a expansdo das CTMs atraves da cultura demora de 10
a 21 dias) (CARRADE et al., 2011a) e em pacientes idosos, devido ha diminuicdo na
proliferacdo, no potencial de diferenciacdo e na quantidade de CTMs nestes pacientes
(CHEN F et al., 2007).

Estudos realizados em diversas espécies sugerem que o0 uso alogénico
(provenientes de um doador) de CTMs para aplicagbes clinicas é possivel,
indiferentemente do tecido de origem, pois estas células apresentam baixa
imunogenicidade in vitro, e podem escapar do processo normal de reconhecimento de
aloantigenos (RYAN et al., 2005; LEUNG et al., 2006; CARRADE et al., 2011b).

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

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

Outro estudo avaliando a utilizacdo de CTMs alogénicas em equinos foi
realizado por Sole et al. (2012), utilizando CTMs provenientes da medula 0ssea na
perfusdo regional intravenosa e intra-arterial, sem reacdo imune em ambas as técnicas

utilizadas.

2.2 Utilizacéo de CTMs

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

As CTMs exibem um potencial anti-inflamatdrio e imunomodulatério através da
interacdo célula-célula (com células imunes como linfécitos B e T, células natural
killers e células dendriticas), da secrecdo de fatores solGveis no ambiente local
(prostaglandina E2, interleucina-4, 1L-6, IL-10, fator de transformagio do crescimento 3
(TGF-B), fator de crescimento hepatico (HGF), IFN-y, entre outros) e induzem
tolerancia imune aos transplantes alogénicos. Além disso, elas possuem um perfil de
fatores troficos bioativos e moléculas de adesdo que inibem a formacdo de cicatriz,
apoptose, aumentam a angiogénese, e estimulam células progenitores intrinsecas
(RYAN et al.,, 2005; AGGARWAL; PITTENGER, 2005; CHAMBERLAIN et al.,
2007; MONTEIRO et al., 2010; BORJESSON; PERONI, 2011; CARRADE et al.,
2011a; PERONI; BORJESSON, 2011; BURK et al., 2013b).

Na medicina veterinaria em geral, estudos estdo sendo realizados em doencas
sanguineas, hepaticas, cardiacas, entre outras, pelo fato das CTMs originarem 0sso,
cartilagem, musculo, estroma medular, tenddo, gordura e outros tecidos conjuntivos
(GATTEGNO-HO et al., 2012).
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Deve-se salientar que o tratamento com CTMs ndo substitui ou acelera a
reabilitacdo padrdo, sendo um tratamento adicional para otimizar o resultado (BURK et
al., 2013b).

2.3 Uso de CTMs em medicina equina

A utilizacdo desta terapia na medicina equina estd em intensa expansdo, pois
fornece aos veterinarios uma opcao para o tratamento de condi¢fes musculoesqueléticas
de dificil regeneracdo, como tenddo, ligamentos, menisco e cartilagem (CLEGG;
PINCHBECK, 2011; GUTIERREZ-NIBEYRO, 2011; STEWART, 2011; GARVICAN
etal., 2014).

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

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

Porém, embora ja se tenham alguns resultados altamente promissores, muito
pouco se sabe a respeito dos efeitos a longo prazo deste tipo de terapia. Mais ainda, que
pacientes reagem de forma diferente a medicamentos, esta terapia pode ser Util para
certo numero de individuos, enquanto para outros pode ndo ter efeito nenhum
(SUMMER & FINE, 2008). Sendo assim, muitos estudos ainda devem ser realizados.
(BYDLOWSKI et al., 2009).

A grande potencial de diferenciacdo das CTMs, a possibilidade de enxerto, seus
efeitos imunossupressores e sua expansdo em cultura levaram ao aumento do interesse
clinico relativo ao uso destas células. No caso de estudos utilizando CTMs em ensaios
clinicos, milhdes de CTMs isoladas ou ligadas a biomateriais sdo necessarias. A

producdo de CTMs para este proposito necessita o cumprimento de boas préaticas
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laboratoriais, para assegurar a qualidade do cultivo. Todas as etapas do processo
necessitam  ser definidas, a saber: material utilizado (doador, tecido original,
procedimentos de coleta, de enriquecimento do meio, de separacdo); processamento da
cultura (densidade celular, nimero de passagens, meio de cultura); aparelhos para
cultura (qual o melhor sistema fechado; utilizacdo de métodos analiticos para detecgdo
de compostos ativos indesejaveis e impurezas); controle de qualidade (condicfes de
elegibilidade do doador, padrdes para o fendtipo e potencial funcional, determinacdo da
seguranca microbiologica; verificacdo da auséncia de transformacdo durante o processo
de cultura) (SENSEBE, 2009).

3 Rastreabilidade das CTMs

Conforme BYDLOWSKI et al. (2009), sem a utilizacdo de marcadores celulares
positivos definidos, os estudos in vivo das linhagens celulares das CTMs tornam-se
muito dificeis; ja que o rastreamento exige a marcacao.

Ha diversos marcadores celulares descritos para esta finalidade, como
Fluorescent Lipophilic Chloromethylbenzamido (CM-Dil), Green Fluorescent Protein
(GFP), Quantum dots (QDs), Micron-Sized Iron Oxide Particles (MPIOs), dentre
outros.

Anunciada como uma nova revolugdo tecnoldgica na medicina, nanomateriais
denonimados de pontos quanticos (Quantum dots ou QDs) estdo sendo utilizados como
marcadores bioldgicos fluorescentes para diagndsticos por imagem de células
cancerigenas (YONG et al., 2007). Uma grande variedade de pontos quanticos baseados
no CdS (sulfeto de cadmio) e ZnS (sulfeto de zinco) tem sido testados como marcadores
fluorescentes para mapeamento de neoplasias (CASTRO & QUEIROZ, 2011).
Estruturalmente, QDs consistem em um nucleo cristalino metaldide conjugado a um
"escudo” que lhe confere uma protecdo e Ihe agrega uma biodisponibilidade. Em
sintese, 0s "escudos" sdo uma variedade de metais complexos, tal como um semi
condutor, metais nobres, metais de transicdo magnética. Além disso, pode-se associar
mais um "revestimento” bioativo (uma proteina ou peptideos) que lhe promove
biofuncionabilidades (durabilidade, estabilidade, luminescéncia). Um exemplo de QDs
pode ser CdSe (seleneto de cadmio), conjugado com ZnS (sulfeto de zinco), sendo esta

conjugacao respectivamente o nucleo cristalino metaldide e seu "escudo”. Associando-
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se a isso, a albumina sérica de ovelha (“revestimento™) confere-se a biofuncionalidade
(HARDMAN, 2006).

Um marcador que possui propriedade bioluminescente in vivo é o Qtracker
655®. Este nanocristal, fluoresce com a emisséo de um comprimento de onda de 655
nanémetros (nm) se excitado por um comprimento de onda entre 450 nm e 615 nm em
microscopia de fluorescéncia, segundo seu fabricante.

Segundo Michalet et al. (2005), Lin et al. (2007) e Shashkov et al. (2008), a
capacidade dos QDs vai além de simples nanomarcadores utilizados para visualizar
elementos marcados em microscopia de fluorescéncia. Michalet et al. (2005) e Lin et al.
(2007), mostram suas diversificadas aplicagdes biomédicas, incluindo métodos de
formacdo de imagens de tumores in vivo de modo ndo invasivo, linfonodos, leitos
vasculares e trafego celular.

Deste modo, caso CTMs marcadas com nanocristal utilizando os QDs possam
ser identificados pelo US, poderemos contribuir com novos estudos sobre o
comportamento migratério das CTMs; tornando seu uso terapéutico mais seguro e

eficaz nas enfermidades passiveis até 0 momento em equinos.



CAPITULO 2
TRABALHO CIENTIFICO

Trabalho a ser enviado para a revista Stem Cells International.

Eficacia do ultrassom na identificacdo de transplantes de
células tronco mesenquimais marcadas com Qtracker 655°

em tecido muscular equino

Resumo

Células provenientes de medula 6ssea (CTM-MQO) de um equino eleito doador
foram coletadas, isoladas, cultivadas e caracterizadas in vitro como células tronco
mesenquimais devido a aderéncia ao plastico, morfologia fibroblast6ide, potencial de
diferenciacdo  osteogénico, adipogénico e condrogénico e caracterizacdo
imunofenotipica pela expressdo dos marcadores CD34, CD44, CD90, CD105 e MHC 1.
Estas CTM-MO alogénicas foram transplantadas no musculo brachiocephalicus de 12
equinos marcadas com o nanocristal Qtracker 655®. As regides que receberam o0s
transplantes nos 12 equinos foram submetidas ao exame de ultrassom (US), no
momento da aplicagdo (0), 24, 48, 72 e 96 horas apés, visando avaliar a eficacia da
ultrassonografia na identificacdo destes transplantes de CTM-MO marcadas, no
musculo brachiocephalicus de equinos. Adicionalmente, foram realizadas biopsias
musculares no local dos transplantes nos distintos momentos para posterior comparagao
com as imagens de US e a identificagdo pela técnica de imunofluorescéncia. O uso do
US se mostrou capaz de contribuir no acompanhamento dos transplantes de CTM-MO
marcadas imediatamente, 24 e 48 horas apés o transplante e identificacdo do nanocristal

em todos os fragmentos biopsiados pela técnica de imunofluorescéncia.

Palavras-chave: Equino, miopatias, células tronco mesenquimais, ultrassom,

nanocristal.
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Introducao

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

osteoblastos, adipdcitos, condrdcitos, tendcitos e midcitos [1,2], ja sendo demonstrado
seu uso em cartilagem, osso e tenddo de equinos [3 — 5]. Adicionalmente, apesar de

controverso, as CTMs também podem se diferenciar em resposta a estimulos
especificos, em células de outras linhagens germinativas como neurénios, células da

glia e hepatdcitos [6 — 8]. Na espécie equina, a medula dssea (MO) é uma das fontes
mais estudadas e utilizadas para a obtencio de células tronco adultas [9,10], mesmo o
tecido adiposo (TA) [11,12], as células da membrana amnidtica [13] e do corddo

umbilical (CU) serem fontes de CTMs e com potencial de diferenciacdo. A
identificacdo das CTMs equinas € realizada principalmente pela capacidade de

aderéncia ao plastico e de se diferenciarem em mdltiplas linhagens [16], pois a

imunofenotipagem em equinos é dificultada pela falta de marcadores especificos,

disponibilidade limitada de anticorpos monoclonais anti-cavalo [17 — 15] e evidéncias

de que certos marcadores de outras espécies ndo apresentam reagdo cruzada com a

espécie equina [11)]. Diante disso, diversos marcadores tém sido utilizados para realizar
a imunnofenotipagem destas células, como os positivos CD44, CD90 CD29
[11,15,17,20], CD105 [21 — 23], MHC-I [5,15,20], e os negativos CD14 [17], CD34
[21,23], MHC-1I [5,17,20,23,24] e CD45 [21,24]. Ha evidéncias que sugerem que
estas células melhoram a regeneracdo e funcdo dos tecidos pela habilidade de auto
renovacdo [3), de diferenciacdo em linhagens ectodermais [25], mesodermais [26] e
endodermais [6,27], sintese de fatores de crescimento e liberacdo de citocinas anti-
inflamatérias e imunomodulatérias [2.18,20,26]. A terapia autéloga com CTMs é muito
utilizada, pois ndo resulta em nenhum efeito deletério significante, tanto no momento da
implantacdo quanto posteriormente, como por exemplo, formacédo de tumores [27]. O

tratamento alogénico em cavalos oferece vantagens no caso de lesdes agudas, por ser

instituido rapidamente, pois se suprime o periodo necessario para o isolamento e
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expansao de CTMs autdlogas, e por permitir a utilizacdo de uma populagdo celular mais

homogénea com capacidade de diferenciacdo comprovada [5,18,29], a partir da
utilizacdo de bancos de células de cavalos doadores [26,30]. Apesar disso, muitas

caracteristicas bioldgicas das CTMs e seus efeitos nos tecidos ainda permanecem
desconhecidos. Desta forma, estudos que visem compreender aspectos da biologia das
CTMs, como mecanismo de acdo, potencial de migracdo para o foco da lesdo e tempo
de permanéncia das células no local do transplante, podem contribuir para o uso
terapéutico seguro e eficaz. Neste contexto, a rastreabilidade celular € fundamental,

sendo que diversos marcadores tém sido utilizados [31.46,47]. Este estudo optou pela

identificacdo por meio de um nanomarcador conhecido por Quantum Dot Qtracker
655®. Quantum dots (pontos quanticos) sdo nanocristais semicondutores (~2-100 nm)

com propriedades Gticas e elétricas Unicas [32,33] comumente aplicados em imagens
biomédicas e em industrias eletrdnicas [34]. Uma das propriedades mais valiosas dos

Quantum dots (QDs) é seu espectro de fluorescéncia, o que confere aos QDs

luminescéncia Gtica para imagens biomédicas [35.36]. Os QDs fluorescentes podem ser

conjugados com moléculas bioativas (anticorpos, receptores celulares) para marcar
eventos bioldgicos especificos e estruturas celulares, como peroxissomos, DNA e

receptores de membrana celular [37], adequados para marcacdo de CTMs e passiveis de

rastreabilidade por alguns equipamentos de diagndstico por imagens capazes de
estimular e/ou captar a luminescéncia. Os QDs estdo emergindo como uma nova classe
de nanoparticulas excitaveis com diversificadas aplicagbes biomédicas, incluindo
métodos de formacgdo de imagens de tumores in vivo de modo ndo invasivo, linfonodos,

leitos vasculares e trafego celular [37,38,35,46,47]. Tais eventos estimularam em nos

valer da ultrassonografia e a escolha do nanomarcador Quantum Dot Qtracker 655°
com o intuito de se detectar diferengas de ecogenicidade e ecotextura na comparagao de
imagens obtidas por US em transplantes de CTMs marcadas com este nanocristal e ndo
marcadas. Alem disso, refinamos o delineamento e a metodologia de analise das
imagens para garantir maior fidelidade ao estudo. O objetivo deste estudo foi avaliar se
as CTMs marcadas com nanocristal Qtracker 655° podem ser identificadas pelo US,

apos serem transplantadas no masculo brachiocephalicus de equinos.
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Materiais e métodos

Comité de Etica

Todas as etapas do desenvolvimento do trabalho estavam de acordo com 0s
Principios Eticos na Experimentacdo Animal e foram aprovadas pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) desta Faculdade (protocolo n® 209/2012-CEUA).

Delineamento experimental

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados 12 equinos (Equus
caballus) adultos, clinicamente sadios, fémeas e machos, sem raga definida, com idade
entre 6 e 12 anos e peso corporal entre 300-500 kg. Durante a fase experimental os
animais receberam capim picado (Pennisetum purpureum), feno de Coast Cross
(Cynodon dactylon) e racdo comercial para equinos, duas vezes ao dia. O fornecimento
de &gua e sal mineral foi ad libitum. Os animais foram mantidos em piquetes coletivos
no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP,

campus Botucatu.

Coleta, isolamento, cultivo e marcagéo das Células Tronco Mesenquimais com
Nanocristal Qtracker 655®

A coleta e isolamento das CTM-MO foram realizadas através da puncdo
aspirativa da medula dssea conforme a metodologia descrita por Barreira [40], com
modificacdes.

Um animal clinicamente apto, com idade entre seis e oito anos, foi eleito doador
para obtencdo das CTM-MO. O mesmo foi mantido em estagdo, contido e sedado com
cloridrato de xilazina 10% (0,5 mg kg) (Sedomin, Konig, ARG) intravenoso e em
seguida realizado um bloqueio anestésico local com cloridrato de lidocaina 2%
(Xylestesin, Cristalia, BRA) na regido da quinta esternébra, onde células da medula

6ssea foram coletadas com auxilio de agulha Komiyashiki®, utilizando duas seringas de
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20mL contendo 2mL de heparina a 1000 UI/mL (Hemofol, Cristalia, BRA) e 2 ml de
Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS, Invitrogen, USA). As amostras foram
centrifugadas a 340G por 10 minutos, sendo o sobrenadante (plasma e gordura)
descartado. Ao material remanescente foi adicionado o0 meio DMEN baixa glicose/F12
(Invitrogen, USA) na propor¢do de 1:1, sendo que essa mistura foi adicionada
lentamente na proporgdo de 1:1 ao Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich Corp, USA),
seguida de nova centrifugacdo a 340G por 40 minutos. Com a obtencdo das células
mononucleares, foi acrescido o meio DMEN baixa glicose/F12 na proporcao de 1:1 e a
amostra centrifugada duas vezes a 340G por 10 minutos. As celulas foram cultivadas
em garrafas de 75cm?® (Sarstedt, USA) contendo meio com 80% de DMEN baixa
glicose/F12 na proporgéo de 1:1, 20% soro fetal bovino (Invitrogen, USA), 1% de
penicilina/estreptomicina (Invitrogen, USA) e 1,2% de anfotericina B (Invitrogen,
USA), em estufa a 37°C em atmosfera tmida contendo 95% de ar e 5% CO,. O meio de
cultivo foi trocado a cada 3 dias. As células apresentaram aderéncia ao plastico da
garrafa com 48h de cultivo e morfologia fibroblastdide com cinco dias.

Para a congelacdo, o tapete de células de cada garrafa foi removido com uso de
tripsina (Invitrogen, USA). Apoés centrifugacdo, as células foram ressuspensas na
concentracéo de 1x10° células/mL em meio de congelagdo constituido por 90% de soro
fetal bovino (Invitrogen, USA) e 10% de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma, D2650). Em
seguida, foram distribuidas em criotubos. Os criotubos foram acondicionados em um
tubo especialmente desenvolvido para a troca lenta de calor e permaneceram 24 horas
em freezer -80°C, sendo posteriormente mantidas nesta temperatura.

Para a marcagéo das CTMs com o nanocristal Qtracker 655° (Invitrogen, USA)
foram utilizadas garrafas de cultivo com 80% de confluéncia (aproximadamente 6 x 10°
celulas.). Como descrito no protocolo do fabricante, foi adicionado 1ul da solugdo A e
1ul da solugdo B em tubo plastico de 2 mL e incubados em temperatura ambiente
durante 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 200 pul de meio padréo a esse tubo de
pléstico de 2 mL e agitado por 30 segundos em vortex. Essa solucdo foi adicionada na
garrafa de cultivo e incubada durante 60 minutos em estufa a 5% CO,. Posteriormente,
0 meio da garrafa foi descartado e as celulas foram lavadas duas vezes com o meio de
cultivo padréo, estando preparada para visualizacdo em microscopio de fluorescéncia. A
marcacdo foi observada em laboratorio. Apds esse periodo, as células marcadas
passaram pelo processo de tratamento com tripsina (Invitrogen, USA), sendo entdo

suspensas em 100 pul de PBS.
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Em todos os transplantes foram aplicadas cerca de 1x10° CTMs alogénicas,
sendo estas de terceira geracdo celular (P3).

Diferenciacéo osteogénica, condrogénica e adipogénica das CTMs

Durante a terceira passagem (P3), amostras de CTM-MO foram acondicionados
em placas de 6 Wells (Sarstedt, USA) em triplicatas, para diferenciacdo osteogénica e
adipogénica, e incubadas em estufa a 37°C em atmosfera Umida contendo 95% de ar e
5% CO,. Apos confluéncia de 80%, o meio de manutencdo foi removido e 0 meio de
diferenciacdo Stempro adipogenesis e Stempro osteogenesis (Invitrogen, USA) foi
adicionado aos cultivos, sendo mantido um poco de cada placa como controle e dois
pocos utilizados para avaliar a diferenciagdo. O meio foi trocado a cada 3 dias,
permanecendo 15 dias, e a diferenciacdo em tecido adiposo foi confirmada pela
deposicdo de goticulas de gordura no citoplasma pela coloracdo Oil Red 0,5% (Sigma-
Aldrich Corp, USA). A diferenciacdo em tecido 6sseo foi confirmada pela coloracéo
positiva da matriz de calcio extracelular pelo corante Alizarin Red 2% (Sigma-Aldrich
Corp, USA).

Para a diferenciacdo condrogénica, um pellet de CTMs foi cultivado em um tubo
Falcon e incubadas em estufa a 37°C em atmosfera Umida contendo 95% de ar e 5%
CO,. Apos dois dias, 0 meio de manutencdo foi removido, e adicionado o meio de
diferenciacdo Stempro chondrogenesis (Invitrogen, USA), com troca a cada 3 dias,
permanecendo por 21 dias. Para a confirmacdo da diferenciagdo condrogénica, 0s
pellets foram corados com Alcian Blue (ph=2,5) e Azul de Toluidina (ph=1) para
identificar proteoglicanos.

O potencial de diferenciacéo in vitro das CTM-MO em linhagens osteogénica e
adipogénica foi demonstrado com ap6s o décimo e quarto dia. A diferenciacdo tanto em

ostedcitos quanto adipdcitos ocorreu somente apds 15 dias nestas células [14,22,26,26].

A diferenciagdo em tecido 6sseo foi confirmada pela coloragdo positiva da
matriz de calcio pelo corante Alizarin Red. Adicionalmente, foi observada mudanca da
morfologia fibroblastdéide para poligonal em grande proporcdo de células. A
diferenciacdo em tecido adiposo foi confirmada pela deposicdo de goticulas de gordura

no citoplasma, confirmada pela coloracdo Oil Red [14,22,26,26],

A diferenciacdo condrogénica ocorreu apdés 21 dias, e foi confirmada pela

deposicdo de matriz hialina, rica em proteoglicanos. Foram realizadas as coloracGes
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Alcian Blue (&reas azuis) e Azul de Toluidina (&reas réseas metacromaticas) que

identificaram matriz extracelular rica em proteoglicanos [14,22,26,26].

Caracterizacédo das CTMs

A anélise imunofenotipica das CTM-MO foi realizada na P3 com o citometro de
fluxo FACS Calibur (BD, Franklin Lakes, NJ, USA), utilizando os anticorpos mouse
anti-human CD34-FITC (clone 581, BD, USA), mouse anti-horse CD44 (clone CVS18,
abD Serotec, UK), mouse anti-rat CD90-FITC (clone OX7, Caltag Laboratories, USA),
mouse anti-human CD105-FITC (clone SN6, Abcam, FL, USA) e mouse anti-horse
MHC class 11 monomorphic (clone CVS20, abD Serotec, UK) e o anticorpo secundario
goat anti-mouse IgG-FITC (abD Serotec, UK). Para os marcadores primarios ndo
conjugados foi utilizado o anticorpo secundario goat anti-mouse IgG-FITC (abD
Serotec, UK). Os protocolos utilizados foram os descritos pelos fabricantes.

A andlise imunofenotipica das CTM-MO em P3 através da citometria de fluxo,
utilizando um minimo de 10.000 células para a avaliacdo, revelou marcacao positivas
para CD44 (91,2%), CD90 (92,1%), CD105 (53,1%) e negativa para CD34 (1,9%),
MHC I (59%), concordando com os achados de outros estudos.
[11,17,20,21,23,24,28].

Transplante das Células Tronco Mesenquimais

Para o transplante das CTM-MO usamos microsseringas (Hamilton Company,
USA) de 100 pL, série 700, com agulha removivel, com ponta nimero 2 (meia lua),
sem guia, corpo de vidro e embolo de ago inox. O uso destas microsseringas nos
promoveu maior garantia da ndo inoculagéo de ar junto com as CTM-MO; elemento que
na imagem ultrassonografica pode gerar artefatos.

Previamente, os animais foram contidos e mantidos em estacdo. Na regido do
musculo brachiocephalicus esquerdo (lado esquerdo dos equinos), realizou-se a
tricotomia de um quadrante com medidas de 10 cm x 10 cm, localizado 3,5 cm acima da
fossa jugular e denominado Transplante 1 (que recebeu transplantes de CTM-MO nédo
marcadas).
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Na regido do musculo brachiocephalicus direito (lado direito dos equinos),
realizou-se a tricotomia de dois quadrantes com medidas de 10 cm x 10 cm,
distanciados em 3 c¢cm e localizados 3,5 cm acima da fossa jugular. Foi denominado
Transplante 2 (que recebeu transplantes de CTM-MO marcadas com o nanocristal) o
mais cranial e alinhado com o quadrante Transplante 1 (lado esquerdo). O quadrante
mais caudal do lado direito foi denominado Transplante 3 (que recebeu CTM-MO

marcadas com o nanocristal).

Exame Ultrassonogréafico

O aparelho ultrassonografico empregado foi 0 modelo MYLAB70 (ESAOTE®),
utilizando o “preset” para analise de sistema musculo esquelético, transdutor linear com
frequéncia de 18 mhz, ganho entre 75% e 85%, profundidade de 37 mm e com foco
aproximadamente entre 4mm e 10,7mm.

Todos os exames de US foram realizados pelo mesmo médico veterinario
especialista na area de diagnostico por imagem.

Para realizacdo do exame ultrassonografico e transplante, promoveu-se a
limpeza local com detergente, seguido de limpeza com alcool e o uso de gel acustico.
Primeiramente, as regides correspondentes dos muasculos brachiocephalicus Transplante
1, Transplante 2 e Transplante 3 foram identificadas pelo modo-B, sendo realizado
cortes longitudinais e transversais; verificando sua integridade e caracteristicas de
ecogenicidade e ecotextura.

Deu-se continuidade ao exame de US em Transplante 1, Transplante 2 e
Transplante 3, atentando-se as possiveis dispersdes dos transplantes de CTM-MO
marcadas e ndo marcadas nos locais adjacentes aos transplantes nos tecidos musculares,
a alteracGes de ecogenicidade e ecotextura.

Em cada quadrante, o local do transplante foi identificado com caneta contendo
tinta permanente para garantir a avaliacdo ultrassonogréafica do mesmo local ao longo
do experimento. O quadrante Transplante 3 foi separado apenas para bidpsias, nédo
sendo mais acompanhado pelo US.

Os quadrantes Transplante 1 e Transplante 2 foram submetidos ao exame de US
logo apds os transplantes (MO) e geradas as imagens referentes a este momento.

Transplante 1 (CTM-MO n&o marcadas) e Transplante 2 (CTM-MO marcadas)
dos 12 animais foram submetidos ao exame de US 24, 48, 72 e 96 horas ap6s M0 (M24,
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M48, M72 e M96, respectivamente), tendo-se imagens para cada momento, totalizando
5 dias de acompanhamento ultrassonografico com um intervalo de 24 horas entre cada
momento (M0, M24, M48, M72, M96).

Anélise das imagens de US

As imagens obtidas em todos os exames foram qualitativamente analisadas
quanto a sua ecogenicidade e ecotextura por 3 avaliadores, atendo-se a possibilidade de
diferencas entre os locais Transplante 1 e Transplante 2 de cada animal nos diferentes
momentos (M0, M24, M48, M72, M96).

Adicionalmente, a técnica do histograma foi utilizada para avaliar
quantitativamente a ecogenicidade e ecotextura do local dos transplantes, na tentativa
encontrar diferencgas entre as sequéncias dos momentos e Transplante 1 e Transplante 2
de cada animal e entre os animais estatisticamente.

O histograma foi realizado através do programa de computador especifico para
analise de imagens, Photoshop CS4®. Foi selecionado em cada imagem a regido do
transplante, centralizando a profundidade aproximada de 1 cm de cada animal, na area
retangular de aproximadamente 5 cm de largura x 2,5 cm de altura (200 pixels x 100
pixels) para avaliacao.

As varidveis mensuradas foram: NMOST, que se refere a todos os pontos
luminosos semelhantes, ou seja, 0 numero de pixels que mais se repetem (representada
no histograma por Count); NALL, referente aos pontos luminosos totais presente na
regido selecionada (representada por Pixels); SD, desvio padrdo da amplitude do eco
(representado no histograma por Sd Dev); LMEAN, que indica a luminosidade média
ou o grau de cinza médio da regido selecionada (representada por Mean).

A relacdo NMOST/NALL e SD sdo as variaveis que representam a distribuicéo,
homogénea ou heterogénea, dos ecos na regido selecionada, ou seja, a ecotextura da
regido, sendo que quanto maior a relagdo e menor o desvio padrdo, mais homogénea a
ecotextura. LMEAN representa a ecogenicidade da estrutura, valores baixos indicam
menor ecogenicidade e valores altos, ecogenicidade mais elevada [43,44,45].

Todos os valores foram tabulados para cada animal e posteriormente avaliados

estatisticamente.
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Inicialmente a distribuicdo das varidveis foi analisada e somente a variavel
NMOST/NALL ndo apresentou normalidade. Modelos lineares mistos (PROC MIXED,
SAS Institute, 2011) foram usados para comparar a média das variaveis LMEAN e SD
entre 0s momentos estudados, dentro de cada tratamento (transplantes de CTM-MO
marcadas e ndo marcadas). Uma estrutura de covariancia de simetria composta foi usada
para modelar a correlacdo entre as medidas repetidas dentro de cada animal. A variavel
“animal” foi considerada um termo aleatorio. O teste de Tukey foi usado para ajustar 0s
valores-P resultantes de comparacdes multiplas. Para cada lado, o teste de postos de
sinais de Wilcoxon para amostras pareadas (PROC UNIVARIATE; SAS Institute,
2011) foi utilizado para comparar a varidvel NMOST/NALL entre os momentos
estudados. O método de Bonferroni foi usado para ajustar o valor-P resultante das

comparac6es multiplas. O nivel de significancia estatistica foi definido como 0,05.

Biopsias musculares

Foram realizadas bidpsias musculares utilizando-se a técnica "céu aberto” com
auxilio de um punch com 0,8 cm de didmetro e 1,0 cm de profundidade, no mesmo local
dos transplantes (delimitadas pelo US) das CTM-MO marcadas com nanocristal, no
momento M96 (logo apds o exame de US deste momento), e no quadrante Transplante
2 nos 12 animais.

No quadrante Transplante 3 de cada animal, 4 animais foram submetidos a
biopsia no M24, 4 animais no M48 e 4 animais no M72, respectivamente.

Deste modo, totalizando 12 fragmentos de tecido muscular no quadrante
Transplante 2 no M96, 4 fragmentos de tecido muscular de no quadrante Transplante 3
no M24, 4 fragmentos de tecido muscular no quadrante Transplante 3 no M48 e 4
fragmentos de tecido muscular no quadrante Transplante 3 no M72 contendo
transplantes de CTM-MO marcados com o nanocristal.

Os animais foram previamente sedados com xilazina (0,5 mg/kg) e submetidos a
anestesia local com em média de 10 mL de lidocaina 2 % sem vasoconstritor. Apds o
bloqueio, uma incisdo de 2 cm na pele, no subcutaneo e na fascia muscular foi feita para
que o punch penetrasse no local.

O fragmento foi entdo separado, apds inserindo-se completamente o cilindro de
corte. Uma sutura com ponto em “X” foi realizada na musculatura, seguido de 3 pontos

simples e separados com Nylon 2.0 na pele ap6s o término da biopsia.
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As amostras retiradas foram por alguns segundos separadas em placa de Petri
fechadas com uma gaze e embebida em soro fisiol6gico para que qualquer processo de
contracdo muscular cessasse-se. Em seguida, foram envoltas por talco neutro, como
crioprotetor e assim protegendo a arquitetura muscular dos efeitos da congelacdo. Os
fragmentos foram entdo armazenados em cassetes para sofrer o processo da congelagéo
em nitrogénio liquido em temperatura de -160°C em um botijdo apropriado para

posterior processamento histologico.

Imunofluorescéncia

Cada fragmento muscular foi retirado do nitrogénio liquido e colocado em
temperatura de -20°C dentro de um criostato. Ap6s a clivagem dos fragmentos
musculares, as laminas foram processadas pela técnica de imunofluorescencia marcadas
com DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dilactate - Invitrogen, USA) e Myosin
Mouse Monoclonal Antibody (clone MY 32 - Invitrogen, USA) com anticorpo secundario
goat anti-mouse IgG-FITC (abD Serotec, UK) conforme protocolo recomendado pelos
fabricantes. Posteriormente, as laminas foram analisadas em microscopia confocal
(Leica® SP5), de acordo com o protocolo do centro de microscopia eletronica do

Instituto de Biociéncias da Unesp de Botucatu.

Resultados e Discussao

Resultados

Analise das imagens de US

Na anélise qualitativa, as imagens com CTM-MO marcadas exibem uma
ecogenicidade diferente em comparacdo com as imagens que possuem CTM-MO néo
marcadas.

Transplantes de CTM-MO marcadas mostram na regido dos transplantes uma
ecotextura regular e definida e com area de ecogenicidade maior e caracteristica;
rodeado por uma ligeira reverberacdo na area do transplante formada em MO (Figura 1).

Em M24 nota-se pequenos agrupamentos levemente distantes entre si (Figura 1).
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Posteriormente, em M48 vé-se maior distancia e menor ecogenicidade destes
agrupamentos se comparados ao M24 (Figura 1).

Em M72 e M96, as imagens formadas apresentam uma maior dispersao e
aumento da ecotextura heterogénea ao longo da regido muscular; dificultando a
identificacdo dos transplantes e assim tornando ndo confiavel alegar sua presenga no
local (Figura 1).

Transplantes de CTM-MO ndo marcadas, mostram imagens dispersas e
hiperecogénicas em MO, formando efeito de reverberacdo e sombra acustica moderada;
similar a transplantes de CTM-MO marcadas no mesmo momento (Figura 1).

Em M24, M48 e M72 horas, ndo houve mudanga na ecotextura muscular
resultante dos transplantes das CTM-MO quando comparado com os transplantes de
CTM-MO marcadas. Em M96, observou-se a formacdo de uma ecotextura muscular
discretamente heterogénea em alguns animais, sugestivo de um processo de reparagdo
instalado ap6s a inoculacgdo de conteddo através de agulha fina (Figura 1).

Para avaliacdo quantitativa dos valores individuais, foram expressos os dados
descritivos das variaveis NMOST/NALL, LMEAN e SD que mostram as associacdes
entre os transplantes de CTM-MO marcadas e ndo marcadas em seus momentos (valor-
P). A variavel NMOST/NALL que ndo apresentou normalidade foi mostrada através da
mediana e erro padrdo (o método de Bonferroni foi usado para ajustar o valor-P); as
outras foram demonstradas por média, desvio padrdo e erro padrdo (Tabela 1).

Os valores P resultantes de comparagdes mistas (p<0,05) e maltiplas (p<0,013)
pareadas referentes as trés varidveis, ndo evidenciaram significadncia estatistica em
nenhum ponto.

Com isso, a analise quantitativa ndo nos permitiu afirmar/sugerir diferencas

como a analise qualitativa.
Imunofluorescéncia

A maioria dos 24 fragmentos musculares que continham transplantes de CTM-
MO marcadas (4 cortes no M24, 4 cortes no M48, 4 cortes no M72 e 12 cortes no M96)

apresentaram dupla marcacdo positiva para 0 nanocristal e para o DAPI, indicando a

presenca das CTMs transplantadas (Figura 2, Figura 3, Figura 4, Figura 5).

Discussao
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Os nanocristais fluorescentes utilizados apresentaram excelente marcacao
celular, podendo ser observados no tecido muscular. O protocolo para marcagdo das
CTM-MO com Qtracker 655® foi rapido, de facil execucdo e proporcionou 6timos

resultados, apresentando alta fluorescéncia. Donaldson [41] e Garon [42] descreveram

que a fluorescéncia do nanocristal poder ser detectada com até duas semanas em
algumas células. Foi observada a presenca de CTMs marcadas em todos os momentos
por meio da dupla marcacao positiva na imunofluorescéncia para o nanocristal e DAPI.
Desta forma comprova-se que as CTMs transplantadas permaneceram no local do
transplante por até 96 horas. Deste modo, M96 definido como a ultima bidpsia para
identificacdo das CTM-MO marcadas e transplantadas no tecido muscular revelou a
presenca das CTMs marcadas em microscopia confocal; uma vez que estava dentro do
periodo descrito para visualizacao.

Diversos fatores influenciam no estabelecimento do diagndstico
ultrassonografico, tais como a experiéncia do avaliador, aparelho utilizado, a frequéncia
do transdutor, a regulagem de profundidade, ganho e contraste. Além disso, 0 US é um
exame dindmico, no qual sucessivas imagens realizadas no mesmo momento se
apresentam levemente distintas ao olho do avaliador, mas muitas vezes divergem na
analise por pixels; medida utilizada em software de imagem.

Protocolos experimentais sdo descritos utilizando o método de histograma na
medicina humana e veterinaria como tentativa de superar a barreira da subjetividade por

uma técnica quantitativa [43,44,45]. A analise de histograma esta disponivel em muitos

aparelhos ultrassonograficos comerciais, entretanto, sua aplicagdo tem sido restrita ao

meio académico, carecendo de padronizacéo de valores para maior uso na pratica [44].

Mesmo na tentativa de agregar subsidios metodologicos com uso da analise
quantitativa, técnica do histograma, infelizmente esta ndo nos permitiu verificar
diferengas estatisticas que fossem significantes como ocorreu na analise qualitativa. Os
fatores sugestivos da ineficaz resposta na analise pela técnica do histograma em nossa
metodologia sdo o tamanho da area selecionada (uma grande area fica mais sujeita ao
dinamismo do exame e diferencas de pixels) e uma amostragem pequena para as
correlagOes estatisticas realizadas entre seus distintos momentos.

Assim, nosso estudo ndo conseguiu demonstrar, quantitativamente, a eficiéncia
do US em identificar transplantes de CTMs marcadas com nanocristal. Porém,

qualitativamente, pode-se observar diferencas entre as imagens ultrassonograficas
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obtidas dos transplantes de CTMs marcadas com nanocristal e ndo marcadas até 48h
ap6s o transplante. Permitindo desta forma o monitoramento do tecido muscular
transplantado.

Desta forma, podemos concluir que o US contribuiu de maneira qualitativa com
a identificagdo dos transplantes de CTMs marcadas com nanocristal no tecido muscular
de equinos. Contudo, novos estudos utilizando o US neste contexto devem ser
realizados. A importancia do desenvolvimento desta metodologia de rastreabilidade
celular se deve a necessidade de conhecer o comportamento migratério e tempo de
permanéncia das CTMs marcadas com nanocristal no tecido muscular transplantado,
contribuindo para o uso terapéutico seguro e eficaz das CTMs em enfermidades

musculares de equinos.

Conclusofes

O uso do US se mostrou capaz de contribuir no acompanhamento de transplantes
de CTM-MO marcadas com nanocristal no tecido muscular de equinos imediatamente,

24 e 48h apos o transplante das CTMs marcadas.
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Figuras

Figura 1- Caracteristicas ultrassonograficas do tecido muscular do musculo
brachiocephalicus equino na regido do transplante de CTM-MO ndo marcadas com o
nanocristal Qtracker® 655 (A, C, E, F, G, ) e marcadas (B, D, F, H, J) em MO (A, B),
M24, (C, D), M48 (E, F), M72 (G, H) e M96 (I, J). *Regido do transplante (elipse
amarela), foco hiperecoico ou conteudos focais ecogénicos (seta amarela), efeito de
reverberacdo e moderada sombra acustica (indicador vermelho).
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Figura 2 - Imagem de imunofluorescéncia pela microscopia confocal (100x) do corte
do tecido muscular do masculo brachiocephalicus de um equino biopsiado na regido do
transplante de CTM-MO marcadas com o nanocristal Qtracker® 655 ap0s 24 horas o
transplante (M24).* Circulo branco destacando o nanocristal Qtracker® 655 (pontos
com marcacgdo vermelha), o tecido muscular do muasculo brachiocephalicus (marcacéo
em verde), os nucleos (marcacdo em azul pelo DAPI), seta branca (dupla marcacgdo
DAPI e nanocristal Qtracker® 655).
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Figura 3 - Imagem de imunofluorescéncia pela microscopia confocal (100x) do corte
do tecido muscular do masculo brachiocephalicus de um equino biopsiado na regido do
transplante de CTM-MO marcadas com o nanocristal Qtracker® 655 apds 48 horas o
transplante (M48).* Circulo branco destacando o nanocristal Qtracker® 655 (pontos
com marcacgdo vermelha), o tecido muscular do muasculo brachiocephalicus (marcacéo
em verde), os nucleos (marcacdo em azul pelo DAPI), seta branca (dupla marcacgéo
DAPI e nanocristal Qtracker® 655).
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Figura 4 - Imagem de imunofluorescéncia pela microscopia confocal (100x) do corte
do tecido muscular do masculo brachiocephalicus de um equino biopsiado na regido do
transplante de CTM-MO marcadas com o nanocristal Qtracker® 655 apds 72 horas o
transplante (M72).* Circulo branco destacando o nanocristal Qtracker® 655 (pontos
com marcacgdo vermelha), o tecido muscular do masculo brachiocephalicus (marcacéo
em verde), os nucleos (marcacdo em azul pelo DAPI), seta branca (dupla marcagéo
DAPI e nanocristal Qtracker® 655).
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Figura 5 - Imagem de imunofluorescéncia pela microscopia confocal (100x) do corte
do tecido muscular do masculo brachiocephalicus de um equino biopsiado na regido do
transplante de CTM-MO marcadas com o nanocristal Qtracker® 655 apds 96 horas o
transplante (M96).* Circulo branco destacando o nanocristal Qtracker® 655 (pontos
com marcacgdo vermelha), o tecido muscular do masculo brachiocephalicus (marcagéo
em verde), os nucleos (marcacdo em azul pelo DAPI), seta branca (dupla marcacgéo
DAPI e nanocristal Qtracker® 655).
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CAPITULO 3

CONCLUSOES GERAIS

Dentre as condic¢Oes experimentais descritas pode-se concluir que:

- O US foi eficaz, qualitativamente, no acompanhamento de transplantes CTM-
MO marcadas com nanocristal imediatamente, 24 e 48h ap6s o transplante das CTMs
marcadas.

- Os transplantes de CTMs marcadas com nanocristal permaneceram no local

transplantado por até 96h.
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ANEXOS

Anexo 1

Figuras

Figura 6 - Local preparado para o transplante de CTM-MO ndo marcadas no musculo
brachiocephalicus de um equino.
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\
Figura 7 - Transplante de CTM-MO marcadas no musculo brachiocephalicus de um

equino guiado pela ultrassonografia.

Figura 8 - Exame ultrassonografico no masculo brachiocephalicus de um equino apos

transplante de CTM-MO marcadas com o nanocristal Qtracker® 655.
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HISTOGRAM

Mean: 60,91 Level: 42

5 Std Dev: 33,52 Count: 1113
Median: 53 Percentile: 33,47
Pixels: 20000 Cache Level: 1

Figura 9 - Andlise da imagem ultrassonogréfica realizada no musculo brachiocephalicus de
um equino apos transplante de CTM-MO ndo marcadas com o nanocristal Qtracker® 655 pela
técnica do histograma no software Photoshop CS4®.

B
Figura 10 - Biopsia muscular no local do transplante das CTM-MO marcadas com o
nanocristal Qtracker® 655 no musculo brachiocephalicus direto de um equino; A:
Introducéo do punch; B: Retirada do punch com o fragmento de tecido muscular.
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Figura 11 - DiferenciacGes osteogénica (A), adipogénica (B) e condrogénica (C e D)

das CTM-MO provenientes de um equino eleito doador.
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Tabela 2. Valores P resultantes de comparag¢Ges mistas pareadas para LMEAN entre

os momentos resultantes da analise pela técnica do histograma

TRANSPLANTE NAO MARCADO

TRANSPLANTE MARCADO

Momento A Momento B ValorP Momento A MomentoB Valor P

0
0
0
0
us 24
24
24
48
48
72

LMEAN LMEAN
24 1,00 0 24
48 1,00 0 48
72 1,00 0 72
96 1,00 0 96
48 1,00 24 48
72 1,00 24 72
96 1,00 24 96
72 1,00 48 72
96 1,00 48 96
96 1,00 72 96

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

*LMEAN: medida quantitativa referente a ecogenicidade da regido avaliada; US: Ultrassom; Momento
A: momento em horas a ser comparado com o Momento B; Momento B: momento em horas a ser

comparado com 0 momento A.

Tabela 3. Valores P resultantes de comparag6es multiplas pareadas para NMOST/NALL (%) entre
os momentos resultantes da analise pela técnica do histograma

usS

TRANSPLANTE NAO MARCADO TRANSPLANTEMARCADO
NMOST/NALL (%) NMOST/NALL (%)
Momento A Momento B Valor P Momento A Momento B Valor P
0 24 0,89 0 24 0,30
0 48 0,91 0 48 0,84
0 72 0,97 0 72 0,75
0 96 0,52 0 96 0,34
24 48 0,97 24 48 0,85
24 72 0,35 24 72 0,85
24 96 0,47 24 96 0,91
48 72 0,37 48 72 0,31
48 96 0,58 48 96 0,23
72 96 0,20 72 96 0,42

*NMOST/NALL: medida quantitativa referente a ecotextura da regido avaliada; US: Ultrassom;
Momento A: momento em horas a ser comparado com o0 Momento B; Momento B: momento em horas a

ser comparado com 0 momento A.
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Tabela 4. Valores P resultantes de comparacdes mistas pareadas para SD entre os momentos
resultantes da analise pela técnica do histograma

TRANSPLANTE NAO MARCADO TRANSPLANTE MARCADO

SD SD
Momento A MomentoB ValorP Momento A Momento B Valor P
0 24 1,00 0 24 1,00
0 48 1,00 0 48 1,00
0 72 1,00 0 72 1,00
0 96 1,00 0 96 1,00
uUs 24 48 1,00 24 48 1,00
24 72 1,00 24 72 0,99
24 96 1,00 24 96 1,00
48 72 1,00 48 72 1,00
48 96 1,00 48 96 1,00
72 96 1,00 72 96 1,00

*SD: desvio padrdo da amplitude do eco; US: Ultrassom; Momento A: momento em horas a ser
comparado com 0 Momento B; Momento B: momento em horas a ser comparado com o momento A.
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