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RESUMO 

O interesse terapêutico e biológico nas células-tronco tem aumentando nos últimos 

anos, fato este demonstrado pelo número crescente de pesquisas e publicações na 

área. Na espécie equina, as pesquisas envolvendo o uso da terapia celular com 

células-tronco mesenquimais (CTMs) estão focadas, particularmente para o 

tratamento de lesões tendíneas e osteoarticulares, havendo poucos relatos da sua 

utilização em outros tecidos, tais como o sistema nervoso. Desta forma, as vias de 

aplicação mais utilizadas até então para uso clínico em equino são as intralesionais 

e intra-articulares, carecendo assim na medicina equina de estudos pré-clínicos que 

avaliem a segurança de administração das CTMs em outras vias, tais como a 

intratecal por via liquórica. Nesse sentido, o objetivo geral deste estudo foi a 

obtenção, o cultivo e a caracterização das CTMs provenientes da medula óssea 

(MO) de equinos, além da avaliação da viabilidade e da segurança de aplicação 

dessas células autólogas por via intratecal através do espaço atlanto-occiptal. 

Também foi avaliado in vitro o potencial de transdiferenciação das CTMs-MO em 

fenótipos neurais, utilizando-se dois protocolos de diferenciação neural: P1 (forksolin 

e ácido retinóico) e P2 (2-� mercaptoetanol). Ao término do cultivo primário, a 

análise imunofenotípica revelou a presença de CTMs com elevada expressão do 

marcador CD90, seguida de menor expressão para o marcador CD44 e ausência de 

expressão do marcador CD34. Nos ensaios de diferenciação nas tri-linhagens 

mesodermais ficou evidenciada a resposta positiva às diferenciações osteogênica 

(OST), condrogênica (CDG) e adipogênica (ADP) caracterizadas pela deposição de 

matriz extracelular rica em cálcio (OST), proteoglicanos e colágeno II (CDG) e 

deposição intracelular de gotículas de gordura (ADP). Na caracterização 

imunocitoquímica as CTMs foram imunoreativas para os marcadores CD44, 

vimentina, PCNA e negativas para o marcador CD13. Na análise ultraestrutural, a 

característica mais marcante foi a presença de um retículo endoplasmático rugoso 

com cisternas bastante dilatadas preenchidas com um material de baixa 

eletrondensidade. Adicionalmente, na análise citogenética as CTMs apresentaram 

cariotipagem normal (2n=64), não sendo observadas nas metáfases estudadas 
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perda ou ganho cromossomal. No implante intratatecal das CTMs previamente 

caracterizadas não foram observadas diferenças (P>0,05) nas variáveis 

hematológicas e liquóricas estudadas nos períodos pré e pós-implante entre os 

grupos tratado (GT) e controle (GC). Durante a avaliação neurológica realizada 

diariamente por trinta dias após os implantes, também não foram observadas 

alterações na integridade encefálica, dos nervos cranianos e coordenação motora 

dos animais do GC e CT. Adicionalmente, na análise das MMPs dos tipos 2 e 9 no 

LCR, somente foi observada a presença da pró-MMP-2 (latente) sem diferenças 

(P>0,05) entre os grupos estudados. Com relação ao potencial de transdiferenciação 

neural in vitro, as CTMs apresentaram mudanças morfológicas em graus variados 

entre os protocolos testados (P1 e P2) caracterizadas principalmente por retração do 

corpo celular e presença projeções protoplasmáticas (filopodia). Na análise 

imunofenotípica foi observado uma maior (P<0,001) expressão dos marcadores 

GFAP e �3 tubulina ao término do  P2 quando comparado ao P1. De forma 

surpreendente e de acordo com outros achados na literatura em outras espécies, as 

CTMs que não foram submetidas a nenhum tratamento, ou seja, indiferenciadas 

também apresentaram expressão dos marcadores neurais estudados. Pode-se 

concluir baseado nos resultados observados: (1) que as CTMs foram 

adequadamente processadas e caracterizadas com as metodologias empregadas; 

(2) o implante intratrecal de CTMs-MO através do espaço atlanto-occipital 

demonstrou ser seguro sob o ponto de vista clínico e laboratorial, sendo uma 

alternativa viável para terapia celular das encefalopatias e mielopatias que 

acometem os equinos e; (3)� a habilidade das CTMs em gerar tipos celulares 

relacionados à linhagem neural é complexa e multifatorial, dependendo não só dos 

agentes indutores, mas também do ambiente no qual estas células são cultivadas. 

Desta forma um maior número de estudos é necessário para o melhor entendimento 

do processo de transdiferenciação neural a partir de CTMs de equinos. 

Palavras-chave: líquor, CTMs, implante, diferenciação, cavalo. 
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stem cells and their feasibility of application by intrathecally in horses. 
Botucatu, 2012. 95p. Thesis (Doctorate) – Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

ABSTRACT 

Biological and therapeutic interest in stem cells has increased in recent years, a fact 

demonstrated by the crescent number of research and publications in the area. In 

equine species, research involving the use of cell therapy with mesenchymal stem 

cells (MSCs) are focused, particularly for the treatment of tendineous and osteo-

articular injuries, having scarces reports of its use in other tissues such as the 

nervous system. Thus, the pathways of administration most used so far for clinical 

use in equines are the intralesional and intra-articular, needing thereby in equine 

medicine of preclinical studies that asses the security of administration of MSCs in 

other pathways such as intrathecal by liquoric way. In this sense, the general aim of 

this study was the obtaining, cultivation and characterization of MSCs from bone 

marrow (BM) of equines, besides the evaluation of the feasibility and safety of 

application of these autologous cells by intrathecal pathway through atlanto-occipital 

space. It was also evaluated in vitro the potential of transdifferentiation of MSCs-MO 

in neural phenotypes, using two protocols of neural differentiation: P1 (forksolin and 

retinoic acid) and P2 (2-�mercaptoethanol). At the end of the primary culture 

immunophenotypic analysis revealed the presence of MSCs with high expression of 

marker CD90, followed by the lower expression for the marker CD44 and absence of 

expression of marker CD34. In tests of differentiation in the tri-lineage mesodermal 

became evidenced the positive response to osteogenic (OST), chondrogenic (CDG) 

and adipogenic (ADP) differentiation characterized by the deposition of extracellular 

matrix rich in calcium (OST), proteoglycans and collagen II (CDG) and deposition of 

intracellular lipid droplets (ADP). In immunocytochemical characterization MSCs were 

immunoreactivity for the markers CD44, vimentin, PCNA and negative for the marker 

CD13. In ultrastructural analysis the most outstanding features was the presence of a 

rough endoplasmic reticulum with dilated cisterns filled with material of low 

electrodensity. Additionally at cytogenetic analysis the MSCs showed normal 

karyotyping (2n = 64), not being observed in the metaphases studied chromosomal 

loss or gain. At intrathecal implantation of MSCs previously characterized were not 

observed differences (P>0.05) in variables hematological and liquoric studied in the 



xviii 

period pre-and post-implant between the treated group (TG) and control (GC). During 

neurological evaluation performed daily for thirty days after the implants, it was not 

observed alterations the encephalic integrity, cranial nerves and motor coordination 

of animals of GC and CT. Additionally, at the analysis of MMP type 2 and 9 in the 

CSF, it was only observed the presence of pro-MMP-2 (latent) without differences 

(P> 0.05) between the studied groups. With regard to the potential of in vitro neural 

transdifferentiation, MSCs showed morphological changes in varying degrees 

between the protocols tested (P1 and P2), mainly characterized by the retraction of 

the cellular body and presence of protoplasmic projections (filopodia). At 

immunophenotypic analysis it was observed a higher (P<0.001) expression of 

markers GFAP and �3 tubulin at the end of P2 when compared to P1. Surprisingly, in 

accordance with other findings in the literature in other species, MSCs that were not 

submitted to any treatment, it is, the undifferentiated also showed expression of 

neural markers studied. It can be concluded based on the results observed: (1) that 

the CTMs were properly processed and characterized with the methods employed; 

(2) intrathecal implantation of MSCs-MO through the space atlanto-occipital showed 

to be safe from the point of clinical and laboratory, being a viable alternative for 

therapy of encephalopathies and myelopathies that affect horses; (3) the ability of 

MSCs to generate cell types related to neural lineage is complex and multifactorial, 

depending not only of inducing agents, but also of the environment in which these 

cells are grown. Therefore a larger number of studies it is necessary for a better 

understanding of the process of neural transdifferentiation from horses MSCs. 

Key words: liquor, MSCs, implant, differentiation, horse.
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1  Introdução 

Estudos recentes tem demonstrado inúmeras propriedades biológicas das 

células-tronco mesenquimais (CTMs), bem como a sua possibilidade de 

aplicação em enfermidades complexas ou em lesões de difícil regeneração, 

como as que acometem o sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP). 

Desta forma, a terapia celular aponta-se como uma alternativa promissora para 

o tratamento destas enfermidades, haja vista a grande capacidade de 

autorregeneração, a baixa imunogenicidade, os efeitos parácrinos, anti-

inflamatórios, imunomoduladores, antiapoptóticos e neuroprotetores das CTMs. 

A realização de estudos clínicos se faz necessária para transferência de 

resultados pré-clínicos a partir de experimentos com modelos animais para os 

seres humanos (WRIGHT et al., 2011). Os equinos, semelhantemente aos 

humanos, são muito afetados por enfermidades osteomusculares (ex: 

osteoartrites, tendinopatias), neurológicas (ex: neuropatias e mielopatias) e 

reprodutivas (ex: endometrites), sendo essa característica importante para 

utilização da espécie como modelo experimental para terapia celular com 

CTMs.  

Na medicina equina, as CTMs provenientes da medula óssea (CTMs-MO) 

e do tecido adiposo são consideradas os dois tipos mais comuns de células-

tronco adultas utilizadas na abordagem terapêutica para regeneração de 

tecidos, sendo ambas facilmente obtidas para isolamento e expansão (VIDAL 

et al., 2008). Os estudos envolvendo terapia celular com CTMs em equinos 

estão focados, particularmente, para o tratamento de lesões tendíneas e 

osteoarticulares (CROVACE et al., 2007; PACINI et al., 2007; WILKE et al., 

2007; NIXON et al., 2008; CARVALHO et al., 2011; MCILWRAITH et al., 2011), 

havendo poucos relatos da sua utilização em outros tecidos, tais como o 

sistema nervoso (MAIA et al. 2009). Desta forma, as vias de aplicação mais 

utilizadas até então para uso clínico em equino são as intralesionais e intra-

articulares, carecendo assim na medicina equina de estudos pré-clínicos que 

avaliem a segurança de administração das CTMs em outras vias, tais como a 

intratecal através do espaço subaracnóide. A comprovação da hipótese de que 

a via intratecal através do líquor é segura na espécie equina, não somente 

possibilitará a utilização da terapia celular nos processos neurodegenerativos e 
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inflamatórios, tal como a meningoencefalite protozoária equina, mas também 

fornecerá informações válidas para o uso das CTMs em várias enfermidades 

neurológicas que acometem as espécies domésticas. 

Ressalta-se que também é essencial para o aprimoramento da terapia 

celular, que o processo de obtenção, manutenção, caracterização e 

diferenciação sejam dominados para o melhor aproveitamento terapêutico das 

CTMs. Embora, as CTMs já estejam disponíveis para uso na espécie equina e 

muitos estudos tenham demonstrado resultados satisfatórios, algumas 

questões práticas relacionadas aos protocolos de isolamento e caracterização 

celular, como a escolha dos melhores marcadores e técnicas ainda precisam 

ser melhor estudados. 

Nesse contexto, o objetivo geral deste estudo foi a obtenção, o cultivo e a 

caracterização das CTMs-MO equina, além da avaliação da viabilidade e da 

segurança de aplicação dessas células autólogas por via intratecal através do 

espaço atlanto-occipital de equinos. Adicionalmente também foi avaliado in 

vitro o potencial das CTMs-MO em se transdiferenciarem em fenótipos neurais, 

utilizando-se dois protocolos de diferenciação neural. 
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2 Revisão de Literatura 

2.1 Células-Tronco  

As células-tronco (CT) podem ser definidas como células com grande 

capacidade de proliferação e auto-renovação, além da capacidade de 

responder a estímulos externos e dar origem a diferentes linhagens celulares 

mais especializadas (PEREIRA, 2008).

De acordo com a origem tecidual, as CT podem ser classificadas em 

células-tronco embrionárias e adultas (CTAs). O primeiro tipo é derivado da 

massa celular interna do blastocisto, sendo totipotentes ou capazes de se 

transformar em qualquer tipo celular, e por sua vez em um organismo inteiro. O 

segundo tipo inclui as células-tronco hematopoiéticas (CTH) e mesenquimais 

(CTMs), podendo ser isoladas de tecidos de origem mesodermal, tais como 

medula óssea, músculo, tendão, tecido adiposo (DAHLGREN, 2009a), sangue 

periférico (MARTINELLO et al., 2010), matriz do cordão umbilical 

(HOYNOWSKI et al., 2007) e líquido amniótico (LOVATI et al., 2011). As CTH 

são responsáveis pela produção da linhagem linfóide e mielóide e as CTMs são 

capazes de se diferenciar em tipos celulares de origem mesodermal, incluindo 

osso, músculo, cartilagem, tecido adiposo, ligamento e tendão (DAHLGREN, 

2009a). Outros tipos de CTAs, além das mesenquimais incluem as epiteliais, as 

musculares e as neuronais, sendo que a plasticidade, ou seja, a capacidade de 

originar diferentes tipos de células maduras é muito elevada nas CTMs 

(NARDI, 2007).

As CT desempenham um papel fundamental na autorrenovação de 

tecidos adultos ao longo da vida. Alguns tecidos são caracterizados pela 

contínua perda de células, incluindo o sistema hematopóietico, intestino e a 

pele, sendo as CTAs responsáveis pela reposição celular e consequentemente 

homeostase tecidual (HUMPREYS e BONVENTRE, 2008). Segundo Nardi 

(2007), além da reposição de células que sofrem apoptose, as CTAs podem 

proporcionar a recuperação de lesões não fisiológicas decorrentes de 

acidentes ou agentes patogênicos. 
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2.2 Biologia das células-tronco mesenquimais (CTMs)

As CTMs são células adultas indiferenciadas que podem ser isoladas de 

diferentes tecidos, mas primariamente do estroma da medula óssea. A origem 

embrionária dessas células é mesodermal e elas surgem a partir de células 

mesenquimais que dão origem a tecidos conjuntivos, como ossos, cartilagens, 

gordura, bem como o sistema vascular e hematopoiético (HUMPREYS e 

BONVENTRE, 2008). Em condições especiais essas células possuem a 

capacidade de se diferenciar em tecidos de origem ectodermal, mesodermal e 

endodermal, além de serem facilmente isoladas e expandidas in vitro (CHEN et 

al., 2008a). As CTMs possuem comportamento migratório, sendo esta 

característica a base para que as células-tronco possam atingir os sítios 

enfermos após a administração intravenosa, intralesional ou perilesional. As 

citocinas liberadas nos sítios de inflamação ou lesão promovem a sinalização 

química para orientar a migração das células implantadas (DAHLGREN, 

2009a). Segundo Chen et al. (2008a), essas células migram seletivamente para 

áreas de lesão, inflamação e tumores, onde estão envolvidas na reparação 

tecidual e formação do estroma associado ao tumor. Esta característica as 

tornam candidatas atrativas para uso como veículo para terapia em sítios 

específicos. 

As CTs são capazes de autorregular os fatores da cascata da inflamação, 

incluindo as citocinas pró-inflamatórias interleucinas-1�, fator de necrose 

tumoral-� e interferon-�. Estes efeitos anti-inflamatórios podem ter influências 

profundas no ambiente tecidual local e igualmente influenciar a habilidade de 

investigadores em utilizar células-tronco alogênicas sem induzir uma resposta 

imune do hospedeiro. Adicionalmente, essas células também secretam fatores 

de crescimento que promovem a efetiva revascularização tecidual, além de 

apresentarem efeito antiapoptótico, importante na restauração e manutenção 

da função tecidual (DAHLGREN, 2009a). 

De acordo com Phinney e Prockop (2007), relatos tem revelado que as 

células-tronco progenitoras, particularmente as derivadas da medula óssea, 

promovem reparação tecidual mediante secreções de fatores que aumentam a 

regeneração das células lesadas, além de estimularem a proliferação e 

diferenciação de células-tronco endógenas em diversos tecidos e reduzirem as 

reações inflamatórias e imunes. 
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Chen et al. (2008b) demonstraram que as CTMs secretam diferentes 

citocinas e quimiocinas, tais como o fator de crescimento vascular endotelial 

(VEGF-a), fator de crescimento ligado a insulina, (IGF-1), fator de crescimento 

epidermal (EGF), fator de crescimento de queratinócito (KGF), fator derivado 

de estroma-1, angiopoietina-1, proteína inflamatória alfa e beta-1 de 

macrófagos e eritropoietina em quantidades superiores aos fibroblastos da 

derme. Adicionalmente, foi evidenciado que a secreção desses fatores recruta 

macrófagos e células da linhagem endotelial, aumentando assim a cicatrização 

de feridas cutâneas. 

2.3 Principais fontes de obtenção das CTMs em equinos 

Em equinos, as CTMs podem ser obtidas a partir da medula óssea 

(PACINI et al., 2007; VIDAL et al., 2008; COLLEONI et al., 2009; VIOLINI et al., 

2009; KASASHIMA et al., 2011; MCILWRAITH et al., 2011), sangue do cordão 

umbilical (KOCH et al., 2007; REED e JONHSON, 2008), sangue periférico 

(KOERNER et al., 2006), tecido adiposo (VIDAL et al., 2008; COLLEONI et al., 

2009; MAMBELLI et al., 2009), matriz do cordão umbilical (HOYNOWSKI et al., 

2007) e líquido amniótico (LOVATI et al., 2011). Segundo Colleoni et al. (2009), 

as CTMs estão presentes em muitos tecidos, mas as células mais comumente 

utilizadas para uso clínico são as obtidas da medula óssea e tecido adiposo.  

2.3.1 Medula óssea  

A medula óssea (MO) é o maior órgão hematopoiético do corpo, sendo 

responsável pela produção de eritrócitos, plaquetas, granulócitos, monócitos e 

um pequeno número de linfócitos (LATIMER e ANDREASE, 2002). A 

concentração de CTMs na MO é considerada muito baixa (0,001 a 0,01%) 

(TAYLOR e CLEGG, 2011), podendo essa desvantagem ser contornada pela 

expansão in vitro por duas a quatro semanas (DAHLGREN, 2009a). 

A técnica de colheita do sangue da MO é realizada tradicionalmente por 

punção do osso esterno (Figura 1), com o animal em estação utilizado-se a 

agulha de Jamshidi® ou de Komiyashiki® (MAIA et al., 2011), com prévia 

sedação e bloqueio anestésico local. Conforme Kasashima et al. (2011), o sítio 

anatômico mais seguro e factível para punção aspirativa da MO é na quinta 

esternébra, por sua localização cranial ao ápice do coração e adequada 
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espessura dorsoventral. Adicionalmente, de acordo com esses mesmos 

autores, a aspiração da MO também pode ser conduzida na quarta e na sexta 

esternébra, mas há o inconveniente da primeira estar localizada entre os 

membro torácicos e a última próximo ao coração. 

FIGURA 1: Punção aspirativa da medula óssea. a) Bloqueio local com lidocaína 

a 2% com vasoconstrictor após sedação com xilazina a 10%. b) Punção 

aspirativa da medula óssea após fixação da agulha na esternébra. c) Amostra 

de medula óssea utilizada para isolamento e cultivo das CTMs. Fonte: arquivo 

pessoal. 

De forma alternativa, outro sítio anatômico que pode ser utilizado para 

punção aspirativa da MO é a tuberosidade coxal (TC). A técnica de colheita 

consiste na contenção em brete, bloqueio anestésico local, seguido da 

introdução da agulha de punção de MO na angulação e sentido adequado 
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(MAIA et al., 2011). Segundo Kasashima et al. (2011), a agulha deve ser 

introduzida na proeminência óssea da TC no sentido dorsoventral e 

craniocaudal. Normalmente a penetração da agulha de 1 a 2 cm na TC é 

suficiente para colheita da MO no equino adulto, sendo necessária uma menor 

penetração em potros (LATIMER e ANDREASE, 2002). 

Comumente, o aspirado de medula óssea é acondicionado em uma 

solução de gradiente de densidade e a fração de células mononucleares é 

separada por centrifugação previamente a sua aspiração e cultivo. As células 

mononucleares tem uma densidade de 1073 g/dL, portanto, são isoladas em 

gradiente Ficoll 1077 g/dL (TAYLOR e CLEGG, 2011). A solução de Ficoll é 

composta por uma mistura de polímeros de carboidratos e o composto iodado 

de metrazamida. Após centrifugação à baixa velocidade, as hemácias e os 

leucócitos granulócitos atravessam a fase orgânica (Ficoll-hipaque) e 

sedimentam. As células mononucleares (“anel celular”) localizam-se na 

interface entre as duas soluções, e as plaquetas e proteínas plasmáticas se 

localizam na fase aquosa (superior) (FONTES et al., 2006). Após a separação 

da fração mononuclear, as células são lavadas e cultivadas em meio de 

manutenção, acrescido de antibiótico e antimicótico em estufa a 5% CO2 a 37°

C. 

A cultura da MO contém inicialmente uma mistura heterogênea de tipos 

celulares, que se torna mais homogênea após as três primeiras semanas de 

cultivo. Durante o início do cultivo, a proporção de células hematopoiéticas 

comprometidas com a diferenciação terminal é reduzida por apoptose 

espontânea, sendo removidas pela não aderência. Desta forma, a população 

de células mesenquimais torna-se mais homogênea (RADCLIFFE et al., 2010). 

Uma das grandes vantagens dessa fonte é o seu elevado potencial 

osteogênico (TOUPADAKIS et al., 2010) e condrogênico (VIDAL et al., 2008), 

já comprovado experimentalmente. 

2.3.2 Tecido adiposo (TA) 

O tecido adiposo (TA) é uma fonte promissora de CTAs com fenótipo 

similar ao das células isoladas do aspirado de medula óssea (DAHLGREN, 

2009a). 
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A população de células isoladas do tecido adiposo é heterogênea e 

contém uma combinação fisiológica de fibroblastos, células e progenitores 

endoteliais, pericitos, macrófagos, pré-adipócitos, linfócitos B e T e células 

musculares lisas. O total da população de células-tronco é estimado em 1 a 3% 

do total de células nucleadas (DAHLGREN, 2009b).  

A colheita do tecido adiposo é conduzida normalmente na região acima 

do músculo glúteo dorsal, na base da cauda, mediante a prévia sedação, 

tricotomia, antissepsia e bloqueio anestésico local em L invertido (VIDAL et al., 

2008; CARVALHO et al., 2011). Após a colheita, o TA é acondicionado em 

frascos contendo solução fosfato tamponado (PBS) e encaminhado ao 

laboratório para digestão enzimática com colagenase, seguido do isolamento 

da fração vascular estromal (VIDAL et al., 2007; VIDAL et al., 2008; COLLEONI 

et al., 2009; MAMBELLI et al., 2009; CARVALHO et al., 2011) para cultivo ou 

direta aplicação terapêutica. 

As vantagens do TA em comparação com a medula óssea como fonte de 

CTAs incluem: (I) mínima morbidade associada à colheita; (II) número de 

células-tronco clinicamente relevante, eliminando potencialmente a 

necessidade para propagação in vitro; (III) elevada proporção de células-tronco 

comparada com a medula óssea (2% vs 0,002%), e alta taxa de proliferação 

das células-tronco in vitro quando comparada com a medula óssea 

(DAHLGREN, 2009b). Por outro lado, uma das desvantagens do uso dessa 

fonte é estética (ferida cirúrgica), desencorajando algumas vezes os 

proprietários de animais de alto valor e rendimento a realizarem o 

procedimento. 

2.4 Caracterização e diferenciação 

Durante o cultivo, se faz necessária tanto a caracterização morfológica, 

imunofenotípica, quanto a diferenciação das CTMs em linhagens osteogênica, 

adipogênica e condrogênica.  

A Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC) criou critérios 

mínimos para a caracterização das CTMs humanas (DOMINICI et al., 2006), 

sendo observada uma tendência para utilização de critérios semelhantes na 

medicina equina (HOYNOWSKI et al., 2007; ARNHOLD et al., 2007; GUEST et 

al., 2008; RADCLIFFE et al., 2010; LOVATI et al., 2011). Os critérios da SITC 
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incluem: (I) aderência ao plástico em cultura celular; (II) expressão dos 

receptores de superfície celular CD105, CD73 e CD90 (� 95% positivos) e 

ausência de expressão (� 2% positivos) dos marcadores CD45, CD34, CD14 

ou CD11b, CD19 ou CD79� e HLA-DR, além da (III) demonstração in vitro para 

diferenciação osteogênica, adipogênica e condrogênica (DOMINICI et al., 

2006). 

2.4.1 Caracterização morfológica  

Em cultivo, as CTMs equina caracterizam-se por apresentar crescimento 

em monocamada, morfologia fibroblastóide e aderência ao plástico (Figura 2) 

(KOCH et al., 2007; LOVATI et al., 2011). É importante ressaltar que estes 

aspectos morfológicos são muito inespecíficos e também compartilhados por 

outros tipos celulares, como os fibroblastos, o que dificulta a utilização 

isoladamente desses parâmetros para caracterização das CTMs. 

FIGURA 2: Células-tronco mesenquimais (CTMs) da medula óssea de equino. 

a) Nota-se a presença de CTMs com morfologia fibroblastóide, cultivadas em 

monocamada (setas). b) Nota-se a presença de CTMs com morfologia 

fibroblastóide e núcleo corado com hematoxilina (setas). Objetiva 10x (a) e 20x 

(b). Fonte: arquivo pessoal. 

2.4.2 Caracterização imunofenotípica de receptores de superfície 

celular 

Marcadores de superfície celular são moléculas bioativas embebidas ou 

apostas a superfície externa de todas as células. Estas moléculas funcionam 

como receptores, possibilitando que as células se comuniquem umas com as 
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outras ou se liguem especificamente a determinadas estruturas biológicas ou 

celulares. Estas moléculas que refletem a função celular podem também ser 

utilizadas para efeito de marcação e identificação de tipos celulares 

particulares, incluindo as CT (COVAS, 2006a). 

A designação “Cluster of differentiation” (CD) refere-se aos marcadores 

de superfície celular utilizados para caracterizar tipos celulares (TAYLOR e 

CLEGG, 2011). Até o momento nenhum marcador CD foi encontrado para 

identificar definitivamente as CTMs sendo necessária, na opinião de Taylor e 

Clegg (2011), uma combinação de marcadores para caracterização de uma 

população homogênea. 

A capacidade para caracterizar as CTMs equinas é prejudicada pela 

limitada disponibilidade de anticorpos e variabilidade nas reações cruzadas 

(BORJESSON e PERONI, 2011). Em estudo, Ibrahim et al. (2007) 

demonstraram que de 379 anticorpos para marcadores de superfície celular 

(CD) humanos, apenas 14 (4%) apresentavam reação cruzada em leucócitos 

equinos. Carvalho et al. (2009) avaliaram a expressão dos marcadores CD44, 

CD90 e CD13 em CTMs provenientes do tecido adiposo de equinos. Os 

resultados revelaram expressão dos marcadores CD44 e CD90 na citometria 

de fluxo, em todas as passagens estudadas (1-4). Já o marcador CD13 não 

demonstrou reatividade. 

Devido à dificuldade de reação cruzada, De Schauer et al. (2010) 

recentemente recomendaram um painel de marcadores de superfície celular 

para CTMs equina. As células devem expressar positivamente os marcadores 

CD29, CD44 e CD90 e serem negativas para os marcadores CD14, CD79 e 

MHCII. 

2.4.3 Diferenciação in vitro das CTMs  

A diferenciação é um processo que cursa com mudanças no tamanho, 

morfologia, potencial de membrana e atividade metabólica das células em 

resposta a modificações na expressão gênica (TAYLOR e CLEGG, 2011). 

A característica fundamental das CTMs em cultivo é a sua capacidade de 

se diferenciar em osso, cartilagem e gordura (COVAS, 2006a). 
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2.4.3.1 Diferenciação osteogênica 

A diferenciação osteogênica das CTMs necessita da presença dos 

agentes indutores: betaglicerol fosfato, ácido ascórbico, dexametasona e soro 

fetal bovino. Na presença dessas substâncias as CTMs adquirem morfologia de 

osteoblastos e passam a expressar fosfatase alcalina e a depositar matriz 

extracelular de cálcio rica em cálcio (COVAS, 2006b), que pode ser 

evidenciada pela coloração positiva com Alizarin red (TOUPADAKIS et al., 

2010; KASASHIMA et al., 2011; MAIA et al., 2011; DE SCHAUWER et al., 

2011) ou von Kossa (DE SCHAUWER et al., 2011; MÜLLER et al., 2011). 

Adicionalmente, outras técnicas para avaliar a diferenciação osteogênica, 

incluem a expressão dos genes Runx2 (Runt relacionado ao fator de 

transcrição 2), SPP1 (osteopontina), osteonectina e detecção das proteínas 

Runx2, colágeno do tipo I (COL1), osteocalcina, �1 integrina e osteopontina 

(DE SCHAUWER et al., 2011). 

Estudo conduzido por Toupadakis et al. (2010) comparou o potencial de 

diferenciação osteogênico das células-tronco mesenquimais provenientes da 

medula óssea, tecido adiposo, matriz e sangue do cordão umbilical de equinos. 

Os resultados mediante a avaliação da expressão gênica, atividade de 

fosfatase alcalina e deposição da matriz extracelular de cálcio revelaram que 

as CTMs da MO diferenciam-se mais rapidamente e eficientemente para 

linhagem osteogênica do que as outras fontes estudadas. Esse excelente 

potencial osteogênico das CTMs provenientes da MO foi reafirmado 

recentemente por Maia et al. (2011), mediante a mudança da morfologia 

fibroblastóide das células para poligonal, além da precoce e abundante 

deposição de matriz de cálcio ao décimo dia de diferenciação. 

2.4.3.2 Diferenciação adipogênica 

A diferenciação adipogênica das CTMs ocorre quando a monocamada 

celular é cultivada na presença de isobutilxantina. Nestas condições ocorre 

ativação do gene PPARã (peroxisme proliferator activated receptor gama) e a 

síntese de ácidos graxos. Desta forma, as células cultivadas rapidamente 

acumulam gotículas de lipídeos no citoplasma (COVAS, 2006b), que pode ser 

demonstrado pela coloração positiva ao Oil Red (MARTINELLO et al., 2010; 

RADCLIFFE et al., 2010; DE SCHAUWER et al., 2011; LOVATI et al., 2011). 



���
�

�
�

Outros componentes importantes no meio de diferenciação adipogênica, além 

da isobutilmetilxantina, incluem a dexametasona, a indometacina, a insulina 

(MARTINELLO et al., 2010; LOVATI et al., 2011) e o soro de coelho 

(RADCLIFFE et al., 2010). De acordo com Stewart e Stewart (2011), a 

isobultilmetilxantina sensibiliza as células a insulina, que por sua vez estimula a 

síntese lipídeos e o acúmulo no interior de vacúolos intracelulares.  

A adipogênese também pode ser avaliada pela expressão do gene 

PPARã e identificação das proteínas adiponectina e �1 integrina (DE 

SCHAUWER et al., 2011). 

2.4.3.3 Diferenciação condrogênica 

A diferenciação condrogênica é conduzida em ambiente tridimensional 

com meio indutor enriquecido com fator de crescimento transformante beta 

(TGF-�) (28, 42) e/ou proteína morfogênica óssea (BMPs) (VIDAL et al., 2008; 

KASASHIMA et al., 2011; STEWART e STEWART, 2011). De forma factível, 

esse procedimento pode ser realizado em tubos do tipo falcon de 15 mL com 

trocas de meio a cada três ou quatro dias. Estima-se que o tempo necessário 

para diferenciação seja de aproximadamente 14 a 25 dias (FONTES et al., 

2006).  

A resposta positiva à diferenciação pode ser avaliada histologicamente 

utilizando as colorações de azul de toluidina, alcian blue, safranina O e 

tricrômico de Mason ou também pela expressão dos genes Sox-9, colágeno do 

tipo II (COLII), relação do COLII/COL1 e de agrecan/versican, além da 

identificação das proteínas colágeno do tipo II e �1 integrina (DE SCHAUWER 

et al., 2011).  

Vidal et al. (2008) compararam o potencial condrogênico das CTMs 

provenientes da MO e tecido adiposo de equinos expostas ao meio de 

diferenciação condrogênico suplementado ou não com BMP-6 e TGF�3. Os 

resultados desse estudo revelaram que as CTMs provenientes da MO 

apresentam potencial condrogênico superior as do tecido adiposo na presença 

dos fatores de crescimento estimulatórios.  
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2.4.3.4 Diferenciação neural 

Os primeiros estudos demonstrando o potencial de diferenciação das 

CTMs em fenótipos neurais foram conduzidos por Woodbury et al. (2000) e 

Sanchez-Ramoz et al. (2000), utilizando células provenientes da medula óssea 

de humanos e roedores. Woodbury et al. (2000) utilizaram protocolos baseados 

em agentes químicos antioxidantes (�-mercaptoetanol, butilato de 

hidroxianisole, dimetilsulfóxido), enquanto Sanchez-Ramoz et al. (2000) 

testaram protocolos com ácido retinóico e fatores neurotrópicos em células 

previamente tratadas com EGF.� Atualmente, além da utilização dos agentes 

químicos, os protocolos baseiam-se na utilização de fatores de crescimento 

(NAGHDI et al., 2009, BAE et al. 2011, NOURBAKHSH et al. 2011), fatores 

neurotrópicos (BARZILAI et al. 2008,), líquido cefalorraquidiano autólogo (YE et 

al. 2011) e fitoterapia (HU et al. 2011). Particularmente em equinos, os ensaios 

de diferenciação estão focados na mudança das CTMs em linhagens de origem 

mesodermal, sendo escassa a avaliação do potencial de transdiferenciação em 

fenótipos neurais.  

2.5 Aplicação terapêutica das CTMs em equinos 

As CTMs provenientes da medula óssea e do tecido adiposo são os dois 

tipos mais comuns de células-tronco utilizadas na abordagem terapêutica para 

regeneração de tecidos em equinos, sendo ambos facilmente obtidos para 

isolamento e expansão (VIDAL et al., 2008). 

Na medicina equina, os estudos com terapia celular utilizando CTMs 

estão focados principalmente para o tratamento de lesões tendíneas e 

osteoarticulares (BARREIRA, 2005; CROVACE et al., 2007; PACINI et al., 

2007; WILKE et al., 2007; NIXON et al., 2008; CARVALHO et al., 2011; 

MCILWRAITH et al., 2011), sendo sua utilização escassa em tecidos extra 

mesenquimais, tais como o sistema nervoso. Segundo Dalgren (2009a), os 

implantes intra-articulares e intralesionais em tendões e ligamentos são as 

principais aplicações clínicas das CTMs em equinos.  

Para uso terapêutico, as células provenientes da medula óssea e do 

tecido adiposo podem ser utilizadas nas formas cultivadas ou não cultivadas 

(fração mononuclear e fração vascular estromal), com vantagens e limitações 

de acordo com cada fonte. 
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2.5.1 Aplicação em enfermidades neurológicas 

As lesões no sitema nervoso central (SNC) tais como as contusões 

encefálicas e lesões medulares, resultam em déficits funcionais decorrentes da 

morte das células neuronais e perdas das conexões axonais. A capacidade dos 

neurônios do SNC adulto se regenerarem é baixa quando comparado com os 

neurônios durante os primeiros estágios de desenvolvimento. O crescimento 

dos axônios durante o desenvolvimento é sustentado principalmente por 

mudanças no citoesqueleto, expressão gênica e síntese protéica, além de 

mudanças na resposta à estímulos extracelulares. Desta forma, a regulação 

desses fenômenos nos neurônios do SNC adulto pode ser uma poderosa 

estratégia para o re-estabelecimento de redes neuronais após lesões 

(MURAMATSU et al., 2009). Nesse contexto, a terapia celular e gênica 

envolvendo as células-tronco apontam-se como alternativas promissoras para 

a restauração funcional do sistema nervoso, haja vista a habilidade de suprimir 

o sistema imune, secretar fatores de crescimento e neurotróficos, reduzir a 

apoptose, regular a inflamação e servir de veículo para moléculas terapêuticas, 

como os peptídeos que inibem os fatores inibitórios derivados da mielina que 

impendem a regeneração axonal (Revisado por AZARI et al. 2009; JOYCE et 

al., 2010). 

Na medicina equina, o uso terapêutico das CTMs para restauração neural 

ainda é considerado escasso. Todavia, Maia et al. (2009) demonstraram o 

potencial de aplicação das CTMs para restauração funcional da paralisia de 

nervo facial primária em equino. Os autores trataram por via perineural um 

equino de cinco anos que não respondia de forma satisfatória ao tratamento 

farmacológico, fisioterápico e acupuntura. Noventa dias após o tratamento foi 

observado ao exame neurológico melhora completa da ptose de lábio inferior, 

melhora na condição corporal e retorno à atividade atlética. Nesse caso, o 

resultado da recuperação clínica foi atribuido à melhora do microambiente 

neural em detrimento do efeito parácrino e imunomodulador das CTMs. 

Ressalta-se que, embora animadores os resultados, os estudos controlados 

são necessários para melhor compreensão dos possíveis mecanismos 

neuroprotetores e neunoregenerativos das CTMs nas enfermidades 

neurológicas dos equinos.  
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Artigo Científico nas normas e a ser submetido ao periódico “Biochemical 
and Biophysical Research Communications” 

CARACTERIZAÇÃO IMUNOFENOTÍPICA, IMUNOCITOQUÍMICA, 

ULTRAESTRUTURAL E CITOGENÉTICA DE CÉLULAS-TRONCO 

MESENQUIMAIS DA MEDULA ÓSSEA DE EQUINO 

Leandro Maia1�, Fernanda C. Landim-Alvarenga2, Ligia S. L. Silveira da Mota3, 

Marjorie de Assis Golim4, Reneé Laufer Amorim1, Bruna De Vita2, Daniele Jaqueta 

Barberini1, Amanda Jeronimo Listoni2, Carolina Nogueira de Moraes2, Marta Thomas 

Heckler1, Rogério Martins Amorim1. 

RESUMO 

A proposta do presente estudo foi isolar, cultivar e caracterizar as células-tronco 

mesenquimais (CTMs) provenientes da medula óssea (MO) de equinos utilizando as 

técnicas de citometria de fluxo, imunocitoquímica, citogenética e microscopia 

eletrônica. A análise imunofenotípica revelou a presença de CTMs com elevada 

expressão do marcador CD90, seguida de menor expressão para o marcador CD44 e 

ausência de expressão do marcador CD34. Nos ensaios de diferenciação ficou 

evidenciada a resposta positiva às diferenciações osteogênica (OST), condrogênica 

(CDG) e adipogênica (ADP), caracterizadas pela deposição de matriz extracelular rica 

em cálcio (OST), proteoglicanos e colágeno II (CDG) e deposição intracelular de 

gotículas de gordura (ADP). Na caracterização imunocitoquímica as CTMs foram 
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imunopositivas para os marcadores CD44, vimentina, PCNA e negativas para o 

marcador CD13. Na análise ultraestrural das CTMs a característica mais marcante foi a 

presença de um retículo endoplasmático rugoso com cisternas bastante dilatadas 

preenchidas com um material de baixa eletrondensidade. Adicionalmente, na análise 

citogenética as CTMs apresentaram cariotipagem normal (2n=64), não sendo 

observadas nas metáfases estudadas aneuploidia. O protocolo de isolamento, cultivo e 

caracterização das CTMs equinas utilizado neste experimento demonstrou adequado 

para a produção de uma população celular com bom potencial de diferenciação e 

ausência de aneuploidia, a qual poderá ser utilizada para o estudo de futuras terapias 

celulares. 

Palavras chaves: CTMs, diferenciação, marcadores de superfície, cavalo. 

1. Introdução 

As células-tronco mesenquimais (CTMs) tem despertado grande interesse na 

medicina equina, fomentando diversas pesquisas que visam o uso terapêutico deste tipo 

celular. Entretanto, dados claros e inequívocos em relação às formas de obtenção, 

processamento e caracterização ainda precisam ser obtidos para melhor aproveitamento 

terapêutico. 

As CTMs são células indiferenciadas que podem ser isoladas de diferentes 

tecidos, mas primariamente do estroma da medula óssea. A origem embrionária dessas 

células é mesodermal e, elas surgem a partir de células mesenquimais que dão origem a 

tecidos conjuntivos, como ossos, cartilagens, gordura, bem como o sistema vascular e 

hematopoiético [1]. Em condições especiais as CTMs possuem a capacidade de se 

diferenciarem em tecidos de origem ectodermal, mesodermal e endodermal, além de 

serem facilmente isoladas e expandidas in vitro [2].  
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Na espécie equina, as CTMs podem ser obtidas a partir da medula óssea [3 - 8], 

sangue do cordão umbilical [9, 10], sangue periférico [11], tecido adiposo [8, 5, 12], 

matriz do cordão umbilical [13], líquido amniótico [14], membrana amniótica [15], 

gengiva e ligamento periodontal [16]. Segundo Colleoni et al. [5], embora estejam 

presentes em muitos tecidos, as CTMs mais comumente utilizadas para uso clínico são 

as obtidas da medula óssea e tecido adiposo.  

Em cultivo, as CTMs equinas caracterizam-se por apresentar crescimento em 

monocamada, morfologia fibroblastóide e aderência ao plástico [9, 14, 17]. Estes 

aspectos morfológicos, embora importantes, são muito inespecíficos e também 

compartilhados por outros tipos celulares, como os fibroblastos, o que dificulta a 

utilização isoladamente desses parâmetros para caracterização das CTMs. Desta forma, 

a avaliação de expressão de marcadores de superfície celular (cluster of differentiation – 

CD) e os ensaios de diferenciação são fundamentais para adequada caracterização das 

CTMs. 

Até o momento nenhum marcador CD foi encontrado para identificar 

definitivamente as CTMs, sendo necessária uma combinação de marcadores para 

caracterização de uma população homogênea [18]. Segundo Borjesson & Peroni [19], a 

capacidade para caracterizar as CTMs equinas é prejudicada pela limitada 

disponibilidade comercial de anticorpos e variabilidade nas reações cruzadas [19]. 

Ibrahim et al. [20] demonstraram que de 379 anticorpos para CD humanos, apenas 14 

(4%) apresentavam reação cruzada com leucócitos equinos. No entanto, em detrimento 

da dificuldade de caracterização, De Schauer et al. [21], sugeriram um painel de 

marcadores de superfície celular para CTMs equina, no qual as células devem expressar 

positivamente os marcadores CD29, CD44 e CD90 e serem negativas para os 

marcadores CD14, CD79 e MHCII. 
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A proposta do presente estudo foi isolar, cultivar e caracterizar as CTMs 

provenientes da MO de equinos utilizando as técnicas de citometria de fluxo, 

imunocitoquímica, citogenética e microscopia eletrônica. Os resultados desse estudo 

podem contribuir e auxiliar na caracterização das CTMs equinas, além de maximizar 

seu uso terapêutico. 

2. Material e Métodos 

Animais 

Foram utilizados sete equinos mestiços, hígidos, de ambos os sexos (4 machos e 3 

fêmeas) e com idade entre 4 e 12 anos. Os animais foram selecionados mediante a 

avaliação clínica e hematológica prévia. O protocolo experimental (nº 76/2009- CEUA) 

foi aprovado pelo comitê de ética e bem estar animal da Universidade Estadual Paulista 

Julio de Mesquita, campus Botucatu. Todos os procedimentos foram realizados sob as 

diretrizes internacionais para o cuidado e uso de animais experimentais. 

Colheita da MO 

A punção aspirativa da MO foi realizada no osso esterno conforme a metodologia 

descrita por Barreira et al. [22], com modificações que incluíram a não utilização do 

exame ultrassonográfico para identificação da esternébra a ser puncionada, a realização da 

punção na quinta esternébra, a utilização da agulha modelo Komiyashiki®, além da 

associação de 2 mL de heparina (Hemofol®, Cristália, BRA) com 2 mL de solução Salina-

Fosfato pH 7,2 (PBS® 1x, LGC Biotecnologia, BRA) para acondicionamento da MO 

aspirada.    
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Isolamento e cultivo das CTMs 

A fração mononuclear das amostras da MO foi isolada em gradiente Ficoll- paque 

após a centrifugação a 350 g por 30 minutos. Após a centrifugação, a fração de células 

mononucleares foi lavada duas vezes em meio DMEM baixa glicose e, em seguida 

cultivada em meio DMEM baixa glicose/F12 (1:1), 20% soro fetal bovino, 

penicilina/estreptomicina (1%) e anfotericina B (1,2%) (Invitrogen Gibco®, USA) a 

37,5ºC em atmosfera úmida contendo 95% de ar e 5% CO2. O meio de manutenção foi 

trocado a cada 2 ou 3 dias até a confluência celular mínima de 80%, procedendo-se então 

a tripsinização para caracterização e diferenciação dos subcultivos das CTMs.

Análise na citometria de fluxo para os marcadores de superfície celular 

A análise imunofenotípica das CTMs foi realizada ao final do cultivo primário no 

citômetro FACSCalibur (Becton Dickinson® and Company, USA), utilizando os 

anticorpos monoclonais mouse anti-rat CD90 (Caltag® Laboratories, USA), mouse anti-

human CD34 (Becton Dickinson® and Company, USA) marcados com a sonda 

isoticiato de fluoresceina (FITC) e mouse anti-horse CD44 (abD Serotec®, USA) que foi 

marcado com o anticorpo secundário goat anti-mouse FITC (Molecular Probes®, USA). 

Durante a análise foram contabilizados 10.000 eventos.  

Imunicitoquímica para os marcadores CD44, CD13, PCNA, Vimentina 

Os subcultivos em placas de 24 wells (Sarstedt®, USA) foram inicialmente fixados e 

permeabilizados com Cytofix/Cytoperm™ (Becton Dickinson® and Company, USA), 

sendo em seguida conduzido o bloqueio da enzima peroxidase endógena. Após o 

bloqueio, as células foram incubadas por uma hora em solução de leite em pó a 3% para o 

bloqueio de proteínas inespecíficas. Em seguida, os anticorpos primários mouse anti-
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horse CD44, CD13 (abD Serotec®, USA), mouse anti-human vimentin, PCNA (Dako 

Cytomation®, DNK) e o controle negativo IgG anti mouse (Dako Cytomation®, DNK) 

foram incubados por 18 horas a 4ºC. Os anticorpos primários foram detectados por 

incubação no sistema de reagentes Advance (Dako Cytomation®, DNK). A revelação da 

reação foi conduzida utilizando a solução de substrato cromogênico DAB (Dako 

Cytomation®, DNK) por 5 minutos, seguida de contracoloração com Hematoxilina de 

Harris (Merck, BRA) por vinte segundos. A avaliação da reação foi realizada em 

microscópio de luz invertido (Leica® Microsystems, GER). 

Ensaios para diferenciação na tri-linhagem 

Após confluência celular em cultivo primário, as CTMs foram tripsinisadas e 

acondicionadas em placas de seis Wells (Sarstedt®, USA). Quarenta e oito horas depois, 

o meio de manutenção foi removido e o meio de diferenciação osteogênico e 

adipogênico STEMPRO® (Invitrogen Gibco®, USA) foram acrescidos ao subcultivos 

em triplicatas, de acordo com a recomendação do fabricante. Ao meio adipogênico foi 

realizada a suplementação com 5% de soro de coelho, protocolo este que resultou em 

melhor diferenciação em estudos pilotos realizados previamente em nosso laboratório. 

Os meios foram trocados a cada 2 a 3 dias e a confirmação da diferenciação osteogênica 

e adipogênica foi realizada, respectivamente, através da demonstração da deposição 

matriz de cálcio utilizando o método de coloração histológico Alizarin red a 2%, pH 4,2 

e da presença intracitoplasmática de gotículas de gordura utilizando o corante Oil red a 

0,5% (Sigma-Aldrich Corp, USA). 

Para a diferenciação condrogênica, as CTMs foram cultivadas em um pellet-3D 

em um tubo do tipo Falcon (15 mL) por 21 dias, sendo o meio de diferenciação 

condrogênico STEMPRO® trocado a cada três dias. Para confirmar a diferenciação 
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condrogênica, os pellets foram corados com Alcian Blue pH 2,5 e Azul de Toluidina pH 

1 para identificação de proteoglicanos, além da imunomarcação para o colágeno do tipo 

II utilizando o anticorpo rabbit anti-human colágeno II (Rockland®, USA).  

Microscopia eletrônica de transmissão 

As células ao final do cultivo primário foram fixadas em Karnovisk modificado 

(pH = 7,4) a 4oC por no mínimo 24 horas. Após a lavagem, no mesmo tampão, o pellet

foi submetido a pós-fixação em tetróxido de ósmio a 1% (Koch Instrumentos 

Científicos Ltda, BRA). Posteriormente, iniciou-se a desidratação em séries crescentes 

de acetona (Merck, BRA) (30, 50, 70, 90 e 100%) durante 5 minutos cada, repetindo-se 

a lavagem na concentração 100% por três vezes. A polimerização foi feita com Araldite 

502 (Koch Instrumentos Científicos Ltda, BRA) durante 72 horas a temperatura de 

60°C. Os cortes ultra-finos foram obtidos com navalha de diamante e colhidos em 

grades de cobre, corados com acetato de uranila e citrato de chumbo (Koch 

Instrumentos Científicos Ltda, BRA) e examinados ao microscópio eletrônico de 

transmissão modelo Philips CM 100. 

Análise citogenética 

De forma complementar, algumas amostras de 3a e 4a passagem foram submetidas 

à análise do cariótipo usando a técnica de sincronização do ciclo celular pelo método do 

metotrexato (MTX) / timidina (Tdi). Para preparação das lâminas, as células foram 

tripsinizadas a 37.0ºC, fixadas, coradas com Giemsa a 5% e posteriormente analisadas 

em microscopia de luz. Em cada amostra 12 metáfases foram analisadas. 
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Análise dos dados 

Os dados referentes à análise imunofenotípica foram expressos de forma 

descritiva através de média ( x ) e desvio padrão. 

3. RESULTADOS

As células provenientes da fração mononuclear da MO apresentaram aderência ao 

plástico entre 24 e 48 horas e começaram a adquirir morfologia fibroblastóide com 

quatro dias de cultivo. No período compreendido entre 15 a 22 dias (Mediana= 22) de 

cultivo foi alcançada a confluência celular � 80%, sendo a partir deste momento 

conduzida a análise imunofenotípica para os marcadores CD90, CD44 e CD34, além da 

caracterização imunocitoquímica, ensaio de diferenciação na tri-linhagem, análise 

citogenética e ultraestrutural.  

A análise imunofenotípica revelou a presença de células com elevada expressão 

do marcador CD90 ( x = 95,39±5,89%), seguida de menor expressão para o marcador 

CD44 ( x = 69,43±22,51%) e ausência de expressão do marcador CD34, conforme 

demonstrado na Figura 1.  

O potencial de diferenciação in vitro das CTMs foi demonstrado pela resposta 

positiva à diferenciação osteogênica, adipogênica e condrogênica ao décimo, oitavo e 

vigésimo primeiro dia de exposição aos meios de diferenciação, respectivamente.  

As CTMs inicialmente com morfologia fibroblastóide adquiriram morfologia 

predominantemente poligonal após a exposição ao meio de diferenciação osteogênica e 

depositaram grande quantidade de matriz extracelular rica em cálcio comprovada pela 

coloração positiva com Alizarim red (Figura 2A).  

A diferenciação adipogênica foi confirmada pela presença de gotículas de gordura 

no citoplasma evidenciadas pela coloração positiva com Oil red, conforme demonstrado 
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na Figura 2B. Já a diferenciação condrogênica foi confirmada pela deposição de matriz 

hialina rica em proteoglicanos e colágeno do tipo II (Figura 2C, D e E). Na coloração 

pelo azul de toluidina nota-se a presença de áreas metacromáticas em rósea indicando a 

presença de matriz extracelular contendo proteoglicanos, além da presença de lacunas 

possivelmente contendo condrócitos (Figura 2C). Na coloração pelo Alcian blue e na 

imunocitoquímica para o colágeno tipo II observa-se matriz extracelular corada, 

respectivamente em azul (Figura 2D) e marrom (Figura 2E).  

Os resultados da análise imunocitoquímica revelaram imunomarcação positiva 

para os marcadores CD44, vimentina e PCNA (Figura 3A, B e C) bem como ausência 

de marcação para o CD13 (Figura 3D).  

A análise ultraestrutural revelou que as CTMs se apresentaram cobertas por 

inúmeras protrusões e microvilosidades (Figura 4A). O núcleo apresentou formato 

irregular e posição excêntrica, com somente um nucléolo, contendo uma grande 

quantidade de eucromatina e pouca heterocromatina (Figura 4A). No citoplasma foi 

observada a presença de mitocôndrias com morfologia predominantemente arredondas, 

além do aspecto granular indicando a presença de inúmeros ribossomos e 

polirribossomos (Figura 4B, C e D). Além disso, foram observados alguns grânulos de 

lipídeo (Figura 4C), inclusive em estado de metabolização (4B). A característica mais 

marcante foi a presença de um retículo endoplasmático rugoso com cisternas bastante 

dilatadas preenchidas com um material de baixa eletrondensidade (Figura 4B e D). 

A análise citogenética baseada em 100% das metáfases estudadas revelou 

cariotipagem normal para espécie equina (2n=64), não sendo constatada perda ou 

ganho de cromossomos (aneuploidia) ao longo do cultivo das CTMs. 
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4. DISCUSSÃO 

É essencial para o aprimoramento da terapia celular, que os processos de 

obtenção, manutenção, caracterização e diferenciação das CTMs sejam dominados a fim 

de aprimorar a aplicação terapêutica destas células na medicina equina. Embora, as 

CTMs já estejam disponíveis para uso na espécie equina e muitos estudos tenham 

demonstrado resultados satisfatórios [3, 23-27], algumas questões práticas relacionadas 

aos protocolos de isolamento e caracterização celular, como a escolha dos melhores 

marcadores e técnicas ainda precisam ser melhor exploradas.  

No presente trabalho, as CTMs isoladas da MO de equinos adultos foram 

caracterizadas de acordo com critérios estabelecidos pela Sociedade Internacional de 

Terapia Celular para CTMs humanas [28], ou seja, apresentaram características de 

aderência ao plástico, morfologia fibroblastóide, elevada expressão do marcador CD90 

(>95% positividade), negatividade de expressão ao marcador de células hematopoiéticas 

CD34 e responderam positivamente a diferenciação osteogênica, adipogênica e 

condrogênica. Algumas destas características também foram evidenciadas em outros 

estudos durante a caracterização de CTMs equinas provenientes do tecido adiposo [25, 

29], medula óssea [30-32], sangue periférico [33], matriz do cordão umbilical [13], 

líquido amniótico, membrana amniótica [15], gengiva e ligamento periodontal [16]. 

A origem mesenquimal das células em cultivo pode também ser confirmada pela 

técnica de imunocitoquímica realizada diretamente na placa de cultivo, a qual permitiu a 

manutenção da morfologia fibroblastóide das CTMs. A marcação positiva para 

vimentina e CD44, confirmou a origem mesenquimal, complementando os resultados 

encontrados na citometria de fluxo. Adicionalmente, as CTMs também foram positivas 

para o marcador PCNA, demonstrando assim atividade proliferativa. Por outro lado, o 

marcador CD13 não foi expresso, conforme já relatado por Carvalho et al. [29] e 
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Radcliffe et al. [32] para CTMs provenientes, respectivamente, do tecido adiposo e 

medula óssea. É importante ressaltar que a marcação positiva para vimentina e PCNA 

revelou reação cruzada desses anticorpos humanos para espécie equina.  

Durante a diferenciação osteogênica, as CTMs expostas aos agentes indutores 

adquirem morfologia de osteoblastos e passam a expressar fosfatase alcalina e a 

depositar matriz extracelular rica em cálcio [34], conforme demonstrado em nosso 

estudo pela coloração positiva ao Alizarin red. Toupadakis et al. [35] compararam o 

potencial de diferenciação osteogênico das CTMs provenientes da medula óssea, tecido 

adiposo, matriz e sangue do cordão umbilical de equinos. Os resultados mediante a 

avaliação da expressão gênica, atividade de fosfatase alcalina e deposição da matriz 

extracelular de cálcio revelaram que as CTMs da MO diferenciam-se mais rapidamente 

e eficientemente para linhagem osteogênica do que as demais fontes estudadas. Esse 

excelente potencial osteogênico das CTMs provenientes da MO foi também observado 

em nosso estudo, mediante a mudança da morfologia fibroblastóide das células para 

poligonal, além da precoce e abundante deposição matriz de cálcio já ao décimo dia de 

tratamento.  

A diferenciação adipogênica ocorre quando a monocamada celular é cultivada na 

presença do agente indutor isobutilxantina. Nestas condições ocorre ativação do gene 

PPARã (peroxisme proliferator activated receptor gama) e a síntese de ácidos graxos. 

Desta forma, as células cultivadas rapidamente passam a acumular gotículas de lipídeos 

no citoplasma [34]. Este depósito também foi evidenciado em nosso estudo pela 

coloração positiva ao Oil Red ao oitavo dia de tratamento com o meio de diferenciação. 

Outros componentes importantes no meio de diferenciação adipogênico, além da 

isobutilmetilxantina, incluem a dexametasona, a indometacina, a insulina [14, 33] e o 

soro de coelho [32]. De acordo com Stewart & Stewart [36], a isobultilmetilxantina 
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sensibiliza as células a insulina, que por sua vez estimula a síntese lipídeos e o seu 

acúmulo no citoplasma.   

A diferenciação condrogênica foi conduzida em ambiente tridimensional através 

do cultivo dos pellets em tubos do tipo Falcon, conforme já relatado por Reed & 

Johnson et al. [10], Kasashima et al., [7], Muller et al. [37], Ranera et al. [38]. O 

procedimento demonstrou-se factível e as técnicas histológicas azul de toluidina, alcian 

blue e a imunocitoquímica para colágeno tipo II foram adequadas para avaliar a 

deposição de matriz extracelular rica em proteoglicanos e colágeno.  

A análise ultraestrural é uma ferramenta importante para estudos morfológicos, 

fisiológicos e bioquímicos das CTMs. Os achados evidenciados em nosso estudo 

corroboram com os de Pascucci et al. [39] e Zeng et al. [40], que também observaram 

em CTMs indiferenciadas aspectos compatíveis com células com alta capacidade 

metabólica e de síntese.  

A cariotipagem normal das CTMs cultivadas (2n=64) demonstrou que o protocolo 

de isolamento e cultivo utilizado em nosso estudo não promoveu alterações 

cromossômicas inerentes a perda ou ganho de cromossomo, assegurando assim o uso 

terapêutico das células até a passagem estudada. Esses achados corroboram com os 

observados por Martinello [33] em células progenitoras do sangue periférico de equinos 

antes e após a criopreservação.  

O protocolo de isolamento, cultivo e caracterização das CTMs equinas utilizado 

neste experimento demonstrou adequado para a produção de uma população celular 

com bom potencial de diferenciação e ausência de aneuploidia, a qual poderá ser 

utilizada para o estudo de futuras terapias celulares. Os dados obtidos no presente 

estudo irão contribuir não somente para o estabelecimento e aperfeiçoamento dos 
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critérios de caracterização das CTMs, mas também favorecerão o desenvolvimento de 

novas pesquisas fomentando uso terapêutico destas células na medicina equina. 
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Legenda das Figuras 

Fig.1. Análise imunofenotípica FACS das células-tronco mesenquimais 

provenientes da medula óssea de equino para os marcadores CD90, CD44 e CD34. (A) 

Histograma do marcador CD90 expresso em média 95,39%. (B) Histograma do 

marcador CD44 expresso em média 69,43%. (C) Histograma do marcador CD34 

(negativo).  

Fig.2. Ensaio de diferenciação das células-tronco mesenquimais para as linhagens 

osteogênica, adipogênica e condrogênica. (A) Diferenciação osteogênica. Note a 

deposição de cálcio marcada com Alizarin red (setas brancas) e a mudança de 

morfologia fibroblastóide para poligonal das células após a diferenciação osteogênica 

(setas amarelas). (B) Diferenciação adipogênica. Note a presença de gotículas de 

gordura intracelular coradas com Oil red. (C, D, E, F) Diferenciação condrogênica. (C) 

Coloração com azul de toluidina. Nota-se a presença de áreas metacromáticas em rósea 

(seta preta) indicando a presença de matriz extracelular contendo proteoglicanos, além 

da presença de lacunas (seta branca) possivelmente contendo condrócitos. (D) 

Coloração com Alcian blue. Áreas coradas em azul demonstrando a deposição de 

proteoglicanos. (E) Imunocitoquímica para o colágeno do tipo II. Note marcação 

positiva para o colágeno do tipo II (marrom). (F) Controle negativo representado pela 

substituição do anticorpo primário pela imunoglobulina de coelho. Bar = 50 µm. 

Fig.3. Caracterização imunocitoquímica das células-tronco mesenquimais 

provenientes da medula óssea de equino para os marcadores CD44, vimentina, PCNA e 

CD13. Marcação positiva (marrom) para o CD44 (A), vimentina (B) e PCNA (C). 
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Marcação negativa para o CD13 (D) e controle negativo representado pela substituição 

do anticorpo primário pela imunoglobulina de camundongo. Núcleo corado com 

hematoxilina. Bar = 50 µm. 

Fig.4. Eletromicrografias da ultraestrutura das células-tronco mesenquimais 

provenientes da medula óssea de equino. (A) A célula exibe um núcleo eucromático, 

pálido com localização excêntrica e nucléolo evidente. A membrana celular apresenta 

uma superfície irregular devido à presença de protrusões citoplásticas. (B) O citoplasma 

exibe aparência granular devido à abundância de ribossomos livres e polirribossomo 

(setas). Nota-se a presença de retículo endoplasmático rugoso (rer) proeminente com 

cisternas dilatadas, mitocôndrias (m) alongadas e grânulos de lipídeo (l) em 

metabolização. (C) Nota-se a presença de numerosas mitocôndrias (m) com aspecto 

arredondado distribuídas pelo citoplasma. (D) Observa-se a presença de feixes de 

microfilamentos (setas duplas) dispersos no citoplasma. Notar o aspecto extremamente 

dilatado do retículo endoplasmático rugoso (rer). núcleo: n; polirribossomo: r (detalhe). 

Aumentos de 9700x (A), 23000x (B) e 31500x (C,D). 

Fig. 1. 
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Fig. 2.   
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Artigo Científico nas normas e a ser submetido ao periódico “Journal of 
Equine Veterinary Science” 

Potencial de aplicação das células-tronco mesenquimais por via intratecal em 

equinos: avaliação clínica, laboratorial e expressão de metaloproteinases de matriz 

do tipo 2 e 9. 

Leandro Maia1�, Fernanda C. Landim-Alvarenga2, Marilda O. Taffarel3, Renata 
Marconato Venturini1, Natália Pereira P. Freitas1, Guilherme Schiess Cardoso2, Gisele 
Fabrino Machado4, Guilherme Dias de Melo4, José Carlos de Figueiredo Pantoja5, 
Rogério M. Amorim1

RESUMO 

Estudos recentes tem demonstrado inúmeras propriedades biológicas das 

células-tronco mesenquimais (CTMs), bem como a sua possibilidade de aplicação em 

enfermidades complexas ou em lesões de difícil regeneração, como as que acometem o 

sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP). Desta forma, a terapia celular aponta-

se como uma alternativa promissora para o tratamento destas enfermidades, haja vista a 

grande capacidade de autorregeneração, a baixa imunogenicidade, os efeitos parácrinos, 

anti-inflamatórios, imunomoduladores, antiapoptóticos e neuroprotetores das CTMs. 

Nesse contexto, a proposta do presente estudo foi avaliar por parâmetros clínicos, 

laboratoriais e expressão de metaloproteinases de matriz (MMPs), a viabilidade e a 

segurança de aplicação intratecal da CTMs através do espaço atlanto-occipital de 

equinos para uso futuro no tratamento de enfermidades neurológicas. Para isso, foram 

utilizados dez equinos mestiços hígidos, de ambos os sexos e com idade entre 4 e 12 

anos. Esses animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos, no qual um grupo 

recebeu as CTMs (grupo tratado: GT; n=5) e o outro PBS (grupo controle: GC; n=5) 

pela via intratecal. Previamente aos implantes, as CTMs foram adequadamente 
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caracterizadas pela positiva expressão dos marcadores CD90 e CD44, além da 

diferenciação in vitro nas linhagens osteogênica, adipogênica e condrogênica. Na 

análise das variáveis hematológicas e liquóricas estudadas nos períodos pré e pós-

implante não foram observadas diferenças (P>0,05) entre o GT e GC. Durante a 

avaliação neurológica realizada diariamente por trinta dias após os implantes, também 

não foram observadas alterações na integridade encefálica e na medula espinhal dos 

animais do GC e CT. Adicionalmente, na análise das MMPs dos tipos 2 e 9 no LCR, 

somente foi observada a presença da pró-MMP-2 (latente) sem diferenças (P>0,05) 

entre os grupos estudados. Os resultados demonstrados no presente suportam a hipótese 

de segurança e viabilidade de aplicação das CTMs autólogas pelo espaço atlanto-

occipital, apontando assim esta via de administração como promissora para utilização 

da terapia celular para o tratamento de enfermidades neurológicas em equinos e 

possivelmente em outras espécies.  

Palavras chaves: líquor, CTMs, implante, cavalo, MMPs, neurologia.  

1. INTRODUÇÃO 

Estudos recentes tem demonstrado inúmeras propriedades biológicas das células-

tronco mesenquimais (CTMs), bem como a sua possibilidade de aplicação em 

enfermidades complexas ou em lesões de difícil regeneração, como as que acometem o 

sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP). Desta forma, a terapia celular aponta-

se como uma alternativa promissora para o tratamento destas enfermidades, haja vista a 

grande capacidade de autorregeneração, a baixa imunogenicidade, os efeitos parácrinos, 

anti-inflamatórios, imunomoduladores, antiapoptóticos e neuroprotetores das CTMs. 

Durante os danos isquêmicos ou lesões teciduais graves, as CTMs podem ser 

atraídas para o sítio da lesão, onde secretam fatores bioativos que influenciam o 

processo de reparação e regeneração tecidual [1]. De acordo com Baraniak et al. [2], as 

células-tronco (CT) e progenitoras são capazes de produzir e secretar um grande número 

de fatores incluindo os de crescimento, os angiogênicos, os antifibróticos, os anti-

inflamatórios, os imunossupresivos, os responsáveis pela homeostase da matriz 

extracelular (colágeno, TIMPs e MMPs), além de moléculas antioxidantes e 

antiapoptóticas que irão desempenhar importantes funções no processo de regeneração. 

Além da produção de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e moléculas da 

matriz extracelular, ressalta-se que as CT apresentam um importante papel no consumo 
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de fatores pró-apoptóticos e moléculas inflamatórias [2]. Todas essas propriedades são 

grandes atrativos para o uso da terapia celular em inúmeras enfermidades que acometem 

os animais e humanos. 

A realização de estudos clínicos se faz necessária para transferência de resultados 

pré-clínicos a partir de experimentos com modelos animais para os seres humanos. A 

janela terapêutica, estratégia de implantação, melhor método de administração, número 

de células e os possíveis efeitos secundários devem ser testados finalmente em humanos 

em testes clínicos [1]. A espécie equina, de forma semelhante aos humanos, é muito 

afetada por enfermidades osteomusculares (ex: osteoartites, tendinites), neurológicas 

(neuropatias e mielopatias) e reprodutivas (endometrites), sendo esse aspecto 

importante na utilização da espécie equina como modelo experimental para terapia 

celular com CTMs. 

Em equinos, as CTMs provenientes da medula óssea (MO) e do tecido adiposo 

são consideradas os dois tipos mais comuns de CT utilizadas na abordagem terapêutica 

para regeneração de tecidos, sendo ambas facilmente obtidas para isolamento e 

expansão [3]. Os estudos envolvendo terapia celular com CTMs em equinos estão 

focados principalmente para o tratamento de lesões tendíneas e osteoarticulares [4, 5, 6, 

7, 8, 9], havendo poucos relatos da sua utilização em outros tecidos, tais como o sistema 

nervoso [10]. Desta forma, as vias de aplicação mais utilizadas até então para uso 

clínico em equino são as intralesionais e intra-articulares, carecendo assim na medicina 

equina de estudos pré-clínicos que avaliem a segurança de administração das CTMs em 

outras vias, tais como a intratecal por via liquórica no espaço subaracnóide. A 

comprovação da hipótese de que a via intratecal através do líquor é segura na espécie 

equina, não somente possibilitará a utilização da terapia celular nos processos 

neurodegenerativos e inflamatórios, tal como a meningoencefalite protozoária equina, 

mas também fornecerá informações válidas para o uso das CTMs em várias 

enfermidades neurológicas que acometem as espécies domésticas. Nesse contexto, a 

proposta do presente estudo foi avaliar por parâmetros clínicos e laboratoriais a 

viabilidade e segurança de aplicação intratecal da CTMs através do espaço atlanto-

occipital de equinos para uso futuro no tratamento de enfermidades neurológicas.  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Animais 

Foram utilizados dez equinos mestiços, hígidos, de ambos os sexos (5 machos e 5 

fêmeas) e com idade entre 4 e 12 anos. Os animais foram selecionados mediante a 

avaliação clínica, neurológica e hematológica prévia.  

O protocolo experimental (nº 76/2009- CEUA) foi aprovado pelo comitê de ética 

da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita, campus Botucatu. Todos os 

procedimentos foram realizados sob as diretrizes internacionais para o cuidado e uso de 

animais experimentais. 

2.2. Delineamento experimental 

Os animais selecionados foram divididos aleatoriamente em dois grupos, no qual 

um grupo recebeu as células-tronco mesenquimais (GT; n=5) e outro a solução fosfato 

tamponado (PBS) (GC; n=5). Inicialmente foi feita a punção aspirativa da medula óssea 

para isolamento, expansão e caracterização das CTMs. Após prévia caracterização das 

CTMs, as células foram administradas no GT pela via intratecal utilizando-se o espaço 

atlanto-occiptal. Nesse mesmo período os animais GC receberam o mesmo volume de 

PBS pela mesma via.  

O monitoramento da segurança de aplicação das CTMs foi conduzido através de 

exames clínicos e neurológicos diários durante o período de trinta dias, bem como a 

análise hematológica, do líquido cefalorraquidiano (LCR) e expressão das 

metaloproteinases do tipo 2 e 9 nas formas latente e ativadas no LCR. As principais 

etapas do experimento estão representadas na Figura 1.  

2.3. Colheita da medula óssea 

A punção aspirativa da MO foi realizada conforme a metodologia descrita por 

Barreira et al. [12], com modificações que incluíram a não utilização do exame 

ultrassonográfico para identificação da esternébra a ser puncionada, a realização da 

punção na quinta esternébra, a utilização da agulha modelo Komiyashiki®, além da 

associação de 2 mL de heparina (Hemofol®, Cristália, BRA) com 2 mL de solução Salina-
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Fosfato pH 7,2 (PBS® 1x, LGC Biotecnologia, BRA) para acondicionamento da MO 

aspirada. 

2.4. Isolamento e cultivo das células-tronco mesenquimais 

O isolamento e o cultivo das CTMs foram realizados, conforme metodologia 

descrita por Maia et al. [ 12]. Para isso, a fração mononuclear das amostras da MO foram 

cultivadas em meio DMEM baixa glicose/F12 (1:1), 20% soro fetal bovino, 

penicilina/estreptomicina (1%) e anfotericina B (1,2%) (Invitrogen Gibco®, USA) a 

37,5ºC em atmosfera úmida contendo 95% de ar e 5% CO2. O meio de manutenção foi 

trocado a cada 2 ou 3 dias até a confluência celular mínima de 80%, onde se procedeu a 

tripsinização para caracterização e tratamento.

2.5. Análise na citometria de fluxo para os marcadores de superfície celular 

A análise imunofenotípica das CTMs foi realizada ao final do cultivo primário no 

citômetro FACSCalibur (Becton Dickinson® and Company, USA), utilizando os 

anticorpos monoclonais mouse anti-rat CD90 (Caltag Laboratories®, USA), mouse anti-

human CD34 (Becton Dickinson® and Company, USA) marcados com a sonda 

isoticiato de fluoresceína (FITC) e mouse anti-horse CD44 (abD Serotec®, USA) que foi 

marcado com o anticorpo secundário goat anti-mouse FITC (Molecular Probes®, USA). 

Durante a análise foram contabilizados 10.000 eventos. 

2.6. Ensaios para diferenciação osteogênica, adipogênica, condrogênica 

Após confluência celular em cultivo primário, as CTMs foram tripsinisadas e 

acondicionadas em placas de seis Wells (Sarstedt®, USA). Quarenta e oito horas depois, 

o meio de manutenção foi removido e o meio de diferenciação osteogênico e 

adipogênico STEMPRO® (Invitrogen Gibco®, USA) foram acrescidos ao subcultivos 

em triplicatas, de acordo com a recomendação do fabricante. Ao meio adipogênico foi 

realizada a suplementação com 5% de soro de coelho. Os meios foram trocados a cada 2 

a 3 dias e, a confirmação da diferenciação osteogênica e adipogênica foi realizada, 

respectivamente, através da demonstração da deposição matriz de cálcio utilizando o 

método de coloração histológico Alizarin red a 2%, pH 4,2 e da presença 
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intracitoplasmática de gotículas de gordura utilizando o corante Oil red a 0,5% (Sigma-

Aldrich Corp, USA). 

Para a diferenciação condrogênica, as CTMs foram cultivadas em um pellet-3D 

em um tubo do tipo Falcon (15 mL) por 21 dias, sendo o meio de diferenciação 

condrogênico STEMPRO® trocado a cada três dias. Para confirmar a diferenciação 

condrogênica, os pellets foram corados com Alcian Blue pH 2,5 e Azul de Toluidina pH 

1 para identificação de proteoglicanos. 

2.7. Colheita de sangue e análise hematológica 

As amostras de sangue para realização dos exames hematológicos no GT e GC 

foram colhidas imediatamente antes dos tratamentos (D1) e posteriormente no dia seis 

(D6) após a aplicação intratecal.  

Após antissepsia, foram obtidas amostras de 4 mL de sangue por punção da veia 

jugular externa, em tubos a vácuo com anticoagulante (BD Vacutainer®, USA). Os tubos 

com EDTA foram utilizados para determinação dos valores de hematócrito, proteína 

plasmática total, plaquetas, fibrinogênio, leucócitos totais e contagem diferencial. A 

contagem dos leucócitos totais e de plaquetas foi realizada em aparelho de contagem de 

células sanguíneas (HemaScreen, EBRAM® 18, BRA).  

2.8. Colheita e análise do líquido cefalorraquidiano (LCR)  

A colheita do LCR foi realizada no espaço atlantoccipital antes dos tratamentos 

(D1) e posteriormente no D6. O procedimento foi conduzido com os animais 

posicionados em decúbito lateral sob anestesia inalatória com isofluorano (Isoforine, 

Cristália®, BRA), de acordo com a técnica descrita por Mayhew [13]. 

No exame físico do LCR as variáveis avaliadas foram o aspecto, a cor e a 

coagulação, além da densidade pela refratometria e o pH pela fita reagente. Na análise 

citológica, o número total de células foi mensurado em câmara de Neubauer, com o 

LCR não diluído e a contagem diferencial após citocentrifugação (Revan centrífuga 

2000 D).  

No exame bioquímico, a concentração de proteínas e glicose liquórica foi 

determinada utilizando-se kits comerciais (Kit Micropote, Doles®, BRA e Kit glicose, 

Katal®, BRA, respectivamente) de acordo com as recomedações dos fabricantes. 
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A análise da possível presença de globulinas liquóricas foi determinada pelo teste 

de Pandy através da mistura e homogeinização de 1 mL de reativo de Pandy com 

algumas gotas de LCR. No caso de teste positivo, os resultados eram apresentados 

utilizando até quatro cruzes de acordo com intensidade de turbidez observada 

macroscopicamente. 

Imediatamente após as colheitas, amostras de LCR de todos os animais do GT e 

GC foram também criopreservadas para posterior avaliação das MMP-2 e MMP-9 pela 

técnica de Zimografia. 

2.9. Tratamentos 

Previamente aos tratamentos, as CTMs foram tripsinisadas e “lavadas” três vezes 

a 250 g em meio DMEM filtrado a fim de remover qualquer resíduo de soro fetal 

bovino que pudesse incitar respostas alérgicas e/ou imunológicas nos animais do grupo 

tratado (GT; N=5). Após esse procedimento, o pellet de CTMs foi suspenso em 2 mL 

de PBS para imediato tratamento. O GT recebeu aproximadamente 1 x 106 CTMs 

viáveis suspensas em 2 mL de PBS por via intratecal através do espaço atlanto-ociptal 

mediante anestesia e antissepsia prévia. O número de células viáveis foi determinado 

pelo método de coloração azul trypan a 0,4% (Invitrogen Gibco®,USA). O grupo 

controle (GC; N=5) recebeu pela mesma via unicamente 2 mL de PBS (placebo). 

2.10. Avaliação clínica  

Após o tratamento do GC e GT, foi realizado exame físico diário por trinta dias, 

sendo avaliado o comportamento, a condição corporal, a postura, o grau de hidratação, a 

coloração de mucosa, o tempo de enchimento capilar, a frequência cardíaca, a frequência 

respiratória, a temperatura corporal e os movimentos intestinais. 

A avaliação da integridade encefálica (estado mental, comportamento, posição da 

cabeça e avaliação dos pares de nervos cranianos) e da medula espinhal foi realizada 

segunda a descrição de Malikides et al. [14] e Mayhew [15].  

Durante os exames neurológicos do GT e GC, para avaliação da locomoção, foi 

utilizado o sistema de classificação de ataxia e paresia descrito por Mayhew et al. [16], 

conforme abaixo:  

Grau 0 (normal) - Déficit neurológico não detectado. 
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Grau 1 - Déficit neurológico detectado apenas pelo andar ou postura. 

Grau 2 - Déficit neurológico facilmente detectado e exacerbado durante as provas 

de afastar, andar em círculos, deslocamento lateral, aplicação de força a região lombar e 

pela extensão do pescoço. 

Grau 3 - Os déficits neurológicos são bastante evidentes durante o andar, com 

tendência de quedas ou tropeços durante as provas de afastar, andar em círculos, 

deslocamento lateral, aplicação de força a região lombar e pela extensão do pescoço. 

Grau 4 - Déficit neurológico severo com tropeços e quedas espontâneas durante o 

andar 

Grau 5- Tetraplegia.  

2.11.  Análise das MMPs utilizando a técnica de Zimografia em gel de gelatina 

A análise zimográfica e densitométrica das MMPs do tipo 2 e 9 nas formas 

latentes e ativadas  foram realizadas de acordo com os métodos descritos por Melo et al. 

[17] e Marangoni et al. [18].    

2.12. Análise dos dados 

Os dados referentes à análise imunofenotípica foram expressos de forma 

descritiva através da média ( x ) e desvio padrão. Para comparação entre o GT e GC para 

as variáveis hematológicas e liquóricas em cada momento estudado (pré e pós-implante) 

foram utilizados o teste da soma de pontos de Wilcoxon (Wilcoxon rank-sum test). Para 

comparação das variáveis liquóricas e hematológicas entre os momentos estudados foi 

utilizado o teste de postos de sinais de Wilcoxon (Wilcoxon signed rank test) para 

amostras pareadas. Todas as análises foram conduzidas utilizando o programa 

estatístico SAS versão 9.2 (SAS Institute, 2009) a 5 % de probabilidade. 
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3. RESULTADOS 

3.1. Colheita aspirativa de medula óssea 

A técnica foi realizada de forma segura e factível e o volume de MO aspirado foi 

adequado para o isolamento e cultivo das CTMs. Nenhuma complicação foi observada 

após a punção esternal.  

3.2. Cultivo, caracterização e ensaio de diferenciação das CTMs  

As células provenientes da fração mononuclear da MO apresentaram aderência ao 

plástico entre 24 e 48 horas e morfologia fibroblastóide inicialmente com quatro dias de 

cultivo. A confluência (� 80%) e homogeneidade da cultura foram obtidas após a 

segunda semana de cultivo celular.  

A análise imunofenotípica revelou elevada expressão do marcador CD90 

( x =97±3%), seguida por menor expressão para o marcador CD44 ( x =71±24%) e 

ausência de expressão para o marcador CD34.  

O potencial de diferenciação in vitro das CTMs foi demonstrado pela resposta 

positiva à diferenciação osteogênica, adipogênica e condrogênica ao décimo, oitavo e 

vigésimo primeiro dia de exposição ao meios de diferenciação, respectivamente.  

As CTMs inicialmente com morfologia fibroblastóide adquiriram morfologia 

predominantemente poligonal após a exposição ao meio osteogênico e depositaram 

grande quantidade de matriz extracelular rica em cálcio comprovada pela coloração 

positiva com Alizarim red (Figura 2a). 

A diferenciação adipogênica foi confirmada pela deposição de gotículas de 

gordura no citoplasma em resposta a coloração positiva ao Oil red, conforme 

demonstrado na Figura 2b. Já a diferenciação condrogênica foi confirmada pela 

deposição de matriz hialina rica em proteoglicanos demonstrada pela coloração positiva 

ao azul de toluidina e alcian blue (Figura 2 c,d). 

3.3. Implantes nos GT e GC 

O protocolo anestésico utilizado para os implantes e colheita do LCR demonstrou 

ser adequado e seguro durante e após a realização dos procedimentos nos grupos 
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estudados. Nenhum animal apresentou alterações clínicas e reações alérgicas que 

pudessem ser atribuída ao implante das CTMs e PBS no GC.  

3.4. Avaliação clínica e neurológica 

Durante os exames conduzidos nos períodos pré e pós-implantes não foram 

constatadas alterações clínicas e neurológicas nos GT e GC. Todos os animais 

apresentaram padrão de locomoção normal (grau 0), não sendo detectado déficit 

neurológico segundo a classificação descrita por  Mayhew et al.  [16]. Também não 

foram evidenciadas alterações na integridade encefálica (estado mental, comportamento, 

posição da cabeça e avaliação dos pares de nervos cranianos) durante as provas 

neurológicas realizadas nos dois grupos.  

3.5. Avaliação hematológica 

A mediana das variáveis hematológicas (hematócrito, proteína total, plaquetas, 

fibrinogênio, leucócitos totais, segmentados, linfócitos, basófilos e monócitos) avaliadas 

no pré (D1) e pós implante (D6) estão apresentadas na Tabela 1. Observa-se que não 

houve diferenças (P>0,05) entre os GT e GC e entre os momentos estudados.  

3.6. Avaliação do LCR 

O LCR em ambos os grupos nos momentos pré e pós-implantes estava límpido, 

incolor e não coagulado.  

Diferenças (p>0,05) não foram observadas entre o GC e GT no pré (D1) e pós 

implante (D6) das CTMs em relação às variáveis liquóricas (densidade, pH, hemácias, 

células nucleadas, globulinas, proteínas, glicose, e pró-MMP2) estudadas, conforme 

demonstrado na Tabela 2. Também não foram observadas alterações (p>0,05) nas 

variáveis liquóricas em função do tempo nos momentos pré e pós implante. 

3.7. Expressão de metaloproteinases tipo 2 e 9 no LCR 

Nos grupos estudados somente foi detectada a presença da MMP2 na forma 

latente (não ativada) sem diferenças (P>0,05) entre os grupos e momentos estudados 
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(Tabela 2, Figura 3). Em nenhuma das amostras de LCR foi detectada a MMP-9 na 

forma latente ou ativada, conforme pode ser observado no zimograma apresentado na 

Figura 3.

  

4. DISCUSSÃO 

No presente estudo, a segurança de aplicação das CTMs através do LCR foi 

significativamente demonstrada pelos resultados observados nas análises laboratoriais, 

bem como pela ausência de alterações clínicas nos grupos estudados. O achado mais 

interessante de nosso estudo foi a ausência de expressão das MMP2 e MMP9, 

particularmente em suas formas ativadas após o implante das CTMs.  

4.1. Colheita aspirativa de medula óssea 

A técnica e o sítio utilizado para colheita da MO nesse estudo mostrou-se 

apropriado e seguro, fato esse confirmado pela não ocorrência de complicações e 

adequada produção de CTMs a partir do volume aspirado. De acordo com Kasashima et 

al. [19], o sítio anatômico mais seguro e factível para punção aspirativa da MO é 

realmente a quinta esternébra, pela sua localização cranial ao ápice do coração e pela 

adequada espessura dorsoventral. Por outro lado, esse autores não descartam a 

possibilidade de aspiração da MO na quarta e na sexta esternébra, mesmo com 

inconveniente da primeira estar localizada entre os membro torácicos e a última 

próximo ao coração. 

4.2. Caracterização e ensaio de diferenciação das CTMs 

No presente trabalho, as CTMs isoladas da MO de equinos foram caracterizadas 

de acordo com critérios estabelecidos pela Sociedade Internacional de Terapia Celular 

para CTMs humanas [20], ou seja, apresentaram características de aderência ao plástico, 

morfologia fibroblastóide, elevada expressão do marcador CD90 (>95% positividade), 

negatividade de expressão ao marcador de células hematopoiéticas CD34 e 

responderam positivamente a diferenciação osteogênica, adipogênica e condrogênica. 

Adicionalmente, também se observou a expressão do marcador CD44 (receptor de ácido 
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hialurônico), uma glicoproteína de superfície celular importante na interação e adesão 

celular das CTMs.  

Algumas destas características observadas por nosso grupo também foram 

relatadas em outros estudos durante a caracterização de CTMs equinas provenientes do 

tecido adiposo [8, 21], medula óssea [22, 23, 24], sangue periférico [25], matriz do 

cordão umbilical [26], líquido amniótico, membrana amniótica [27], gengiva e 

ligamento periodontal [28]. 

4.3. Implantes nos GT e GC 

A preocupação com a segurança de aplicação das CTMs pela via intratecal através 

do espaço atlanto-occiptal dos equinos do GT foi iniciada com a seleção do veículo a 

ser utilizado para os implantes e o modo de preparo das células. Desta forma, as CTMs 

foram “lavadas” três vezes a fim de se remover qualquer resíduo de soro fetal bovino 

(SFB) que pudesse incitar respostas alérgicas e/ou imunológicas nos animais. Esta 

medida demonstrou-se aparentemente adequada, uma vez que os animais não 

apresentaram alterações pós-implante. A preocupação a respeito da utilização ou não do 

SFB na composição do meio de cultura é uma realidade principalmente em humanos, 

haja vista que além da possibilidade de reações imunes, pode ocorrer a veiculação de 

príons, vírus e agentes zoonóticos [29, 30]. De acordo com Dimarakis e Levicar [29], o 

soro contém uma variedade de proteínas que podem se ligar as células em cultura 

funcionando assim, como substrato para ocorrência de reações imunológicas após 

transplantes. Devido a controvérsia em relação à utilização do SFB, Toupadaskis et al. 

[31] estudaram em CTMs equina a possibilidade de substituição do SFB pelo soro 

autólogo (SA) e evidenciaram que a taxa de proliferação celular com o SFB foi superior 

(P<0,05) ao do SA. Desta forma, os autores sugerem que a substituição unicamente pelo 

SA pode não ser uma alternativa viável para expansão celular nas condições 

experimentais e que os estudos futuros devem ser direcionados para determinar métodos 

através dos quais a imunogenicidade possa ser reduzida sem afetar a taxa de 

crescimento das CTMs. Adicionalmente, esses métodos poderiam incluir o cultivo 

inicial para expansão com SFB e posteriormente com AS para reduzir o potencial 

imunogênico [31]. 

O veículo PBS utilizado para o implante em ambos os grupos demonstrou-se 

adequado e seguro, fato esse demonstrado pela ausência de complicações, 
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particularmente no GC. Este mesmo veículo já foi utilizado em estudos controlados 

envolvendo, por exemplo, tendinopatias induzidas em equinos, com adequado 

desenvolvimento experimental [7].  

A concentração de CTMs implantadas nesse ensaio pré clínico foi similar à 

utilizada por Lim et al. [32] através da via lombar de ratos submetidos ao modelo de 

acidente vascular cerebral por oclusão da artéria cerebral média. No estudo conduzido 

por esses autores as doses de 105 e 106 de CTMs derivadas do sangue do cordão 

umbilical humano aplicadas intratecalmente demonstraram efeitos significativos na 

recuperação dos danos isquêmicos. Os achados do nosso estudo e destes autores 

suportam a hipótese de segurança de aplicação de CTMs pela via liquórica, além de 

projetarem grande perspectivas para o uso da terapia celular no tratamento de 

enfermidades neurológicas em outras espécies, incluindo os equinos. 

4.4. Avaliação clínica e neurológica 

A ausência de alterações clínicas e neurológicas observadas após os implantes nos 

GT e GC nas condições deste estudo demonstram que os procedimentos realizados não 

cursam com mudanças a princípio que possam alterar o ambiente neural e que 

inviabilizem o uso dessa nova via de aplicação de CTMs em equinos. Em animais de 

laboratório e humanos a via liquórica tem sido utilizada para o implante de células 

mononucleares e CTMs alogênicas sem a evidência de sérios efeitos adversos [32,33].  

Em um estudo conduzido com 114 humanos acometidos por condições 

degenerativas (ex: paraplegia, ataxia, esclerose múltipla), Yang et al. [33] realizaram 

um total de 592 aplicações de células mononucleares alogênicas provenientes do sangue 

do cordão umbilical pela via intratecal e intravenosa concomitantemente sem a 

observação de sérios efeitos adversos. Nesse estudo, o efeito colateral mais frequente 

(19/592- 3,2%) foi a dor de cabeça, a qual foi atribuída à hipotensão postural, uma 

conhecida complicação de punções lombares que se resolvem espontaneamente sem a 

necessidade de intervenções drásticas. 

4.5. Avaliação hematológica e do LCR  

O LCR desempenha quatro grandes funções no SNC, que incluem o suporte físico 

da estrutura neural, a excreção, o transporte intracerebral e o controle do ambiente 
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químico do SNC [34]. Dentre essas características, a que nos motivou para realização 

deste estudo foi a possibilidade de transporte das CTMs associado ao seu potencial 

migratório para eventuais sítios de lesões.  

Os implantes realizados em nosso estudo não ocasionaram diferenças (p>0,05) 

entre o GT e GC com relação às variáveis liquóricas estudadas, estando os valores  de 

densidade [35], hemácias, células nucleadas, proteínas e glicose [36]  pré e pós implante  

dentro da faixas de normalidade para espécie equina. Os valores de pH evidenciados 

com o uso da fita reagente pré é pós implante também foram considerados normais de 

acordo com o laboratório onde a análise foi conduzida.  

Os valores de mediana da pró-MMP2 no LCR dos equinos do GC e GT pré e pós 

implante foram similares ao valor médio (43,12 ±13,90) evidenciado por Melo et al. 

[17] em cães saudáveis utilizados como grupo controle em um estudo conduzido 

recentemente com o objetivo de avaliar a expressão das MMP2 e MMP9 no LCR e soro 

de cães com sintomas neurológicos e leischimaniose visceral. Os nossos resultados não 

foram confrontados com outros estudos conduzidos na espécie equina pela dificuldade 

de encontrar na literatura informações sobre a detecção de MMPs no LCR desta 

espécie. Desta forma, os valores observados particularmente no pré implante para pró-

MMP2, servirão de referência para novos estudos.   

Da mesma forma, as variáveis hematológicas também não sofreram mudanças 

(P>0,05) entre os grupos e momentos estudados, demonstrando assim não haver 

influência dos tratamentos em relação a essas variáveis. 

4.6. Expressão de metaloproteinases tipo 2 e 9 no LCR 

Metaloproteinases de matriz (MMPs) são uma família de endopeptidases zinco e 

cálcio dependentes responsáveis pela degradação e remodelação da matriz extracelular, 

incluindo o colágeno, a elastina, a gelatina, glicoproteínas e proteoglicanos [37]. Uma 

característica importante das MMPs é a latência. Essas proteases são secretadas em uma 

pró-forma (inativa/latente) requerendo para ativação uma variedade de mecanismos, 

antes de desenvolverem suas funções [38]. No presente estudo somente foi identificada 

a atividade da pró-MMP-2 (gelatinase A) no LCR, sem diferenças (P>0,05) entre os 

grupos e momentos estudados. De acordo com Rosemberg [38], a gelatinase A é uma 

molécula constitutivamente expressa que se encontra normalmente no tecido cerebral e 

LCR. A MMP-2 já foi evidenciada nos processos astrocíticos do cérebro normal, 
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particularmente nos vasos adjacentes, nas células ependimais e da pia. A presença de 

MMP-2 contida nos processos astrocíticos próximo ao fluido que controla a superfície 

do cérebro sugere a função desta metaloenzima no balanço do fluido normal do cérebro 

ou na regulação da barreira hematoencefálica. Bergman et al. [39], estudando 23 cães 

clinicamente saudáveis encontraram também no LCR resultados semelhantes ao de 

nosso estudo, onde somente fora observada a presença da pró-MMP-2 e ausência da 

MMP-9. 

A não evidência da MMP-9 (gelatinase B) latente ou ativada, principalmente no 

grupo tratado com CTMs, auxilia a hipótese de que a via de aplicação testada pelo 

nosso grupo é realmente segura, haja vista que de acordo com Rosemberg [38] a MMP-

9 é marcadamente desregulada nas condições inflamatórias de muitas enfermidades. A 

elevada expressão da MMP-9 tem sido observada no LCR de pacientes humanos e 

animais acometidos por enfermidades neurológicas que envolvem intensa 

neuroinflamação, como leishmaniose visceral [17], acidente traumático cerebral [40], 

meningites [41, 42] e esclerose múltipla [43]. 

5. CONCLUSÃO 

O implante intratecal das CTMs autólogas provenientes da MO não provoca 

alterações no exame neurológico, em variáveis hematológicas, liquóricas e na expressão 

das MMPs. Portanto a via intratecal, através do espaço atlanto-occipital, é segura para o 

implante das CTMs, sob o ponto de vista clínico, ocorrência de reações inflamatórias, 

alérgicas e imunes, sendo uma alternativa viável para terapia celular das encefalopatias 

e mielopatias que acometem os equinos.
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Legendas das Tabelas 

Tabela 1. Mediana das variáveis hematológicas (hematócrito, proteína plasmática total, 

plaquetas, fibrinogênio, leucócitos totais, segmentados, linfócitos, eosinófilos, basófilos, 

monócitos) obtidas antes e após os tratamentos nos equinos dos grupos tratados (GT) e 

controle (GC).  

Tabela 2. Mediana das variáveis liquóricas (densidade, pH, hemácias, células 

nucleadas, globulinas, proteínas, glicose, e pró-MMP2) obtidas antes e após os 

tratamentos nos equinos dos grupos tratados (GT) e controle (GC).

Legenda das Figuras 

Fig. 1. Linha do tempo. Previamente aos tratamentos (TRA) foi realizada a colheita da 

medula óssea, cultivo e caracterização das células-tronco mesenquimais (CTMs). No 

dia 1 (D1) foi realizada a colheita do sangue periférico (CS1), seguida da colheita do 
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líquor (CL1) e finalmente o tratamento dos grupos estudados. No dia 6 (D6), pós-

tratamento, foi realizada a colheita de novas amostras de sangue periférico (CS2) e 

líquor (CL2) dos animais estudados. Durante trinta dias todos os animais foram 

monitorados mediante exame físico e neurológico. 

Fig. 2. Ensaio de diferenciação das células-tronco mesenquimais para as linhagens 

osteogênica, adipogênica e condrogênica. (A) Diferenciação osteogênica. Note a 

deposição de cálcio marcada com Alizarin red. (B) Diferenciação adipogênica. Note a 

presença intracelular de gotículas de gordura coradas com Oil red. (C, D) Diferenciação 

condrogênica. (C) Coloração com azul de toluidina. Nota-se a presença de áreas 

metacromáticas em rósea (seta vermelha) indicando a presença de matriz extracelular 

contendo proteoglicanos. (D) Coloração com Alcian blue. Nota-se a presença de áreas 

em azul indicando a presença de matriz extracelular contendo proteoglicanos além da 

presença de lacunas (seta vermelha) possivelmente contendo condrócitos. Bar = 50µm. 

Fig.3. Zimograma representativo do LCR dos equinos dos grupos tratado e controle 

após os implantes. Note a presença apenas das bandas gelatinolítica para a pró-

MMP2 (latente), não sendo observada a atividade da MMP2 na forma ativa e da 

MMP9. Bandas gelatinolíticas Grupo tratado: 10, 14, 16, 17, 19; Grupo controle: 11, 

12, 13, 15, 18; PM: banda controle. 
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3 Discussão Geral  

O aperfeiçoamento e o domínio das técnicas de colheita, processamento 

e caracterização das células-tronco, são alguns dos pré-requisitos necessários 

para o sucesso da terapia celular na espécie equina. Além disso, um melhor 

conhecimento dos mecanismos genéticos e moleculares de controle e 

diferenciação das CTMs propicia informações valiosas sobre os mecanismos 

de ação envolvidos na reparação tecidual mediada por estas células. 

A técnica e o sítio utilizado para colheita da MO nesse estudo mostrou-se 

apropriado e seguro, fato esse confirmado pela não ocorrência de 

complicações e adequada produção de CTMs a partir do volume aspirado. De 

acordo com Kasashima et al. (2011), o sítio anatômico mais seguro e factível 

para punção aspirativa da MO é realmente a quinta esternébra, pela sua 

localização cranial ao ápice do coração e pela adequada espessura 

dorsoventral. Por outro lado, esses autores não descartam a possibilidade de 

aspiração da MO na quarta e na sexta esternébra, mesmo com o inconveniente 

da primeira estar localizada entre os membros torácicos e a última próximo ao 

coração.   

No presente trabalho, as CTMs isoladas da MO de equinos foram 

caracterizadas de acordo com critérios estabelecidos pela Sociedade 

Internacional de Terapia Celular para CTMs humanas (Dominici et al. 2006), ou 

seja, apresentaram características de aderência ao plástico, morfologia 

fibroblastóide, elevada expressão do marcador CD90 (>95% positividade), 

negatividade de expressão ao marcador de células hematopoiéticas CD34 e 

resposta positiva à diferenciação osteogênica, adipogênica e condrogênica. 

Adicionalmente, também se observou a expressão do marcador CD44 

(receptor de ácido hialurônico), uma glicoproteína de superfície celular 

importante na interação e adesão celular das CTMs. Algumas destas 

características observadas por nosso grupo também foram relatadas em outros 

estudos durante a caracterização de CTMs equinas provenientes do tecido 

adiposo (CARVALHO et al. 2009, CARVALHO et al. 2011), medula óssea 

(ARNHOLD et al. 2007, GUEST et al. 2008, RADCLIFFE et al. 2010), sangue 

periférico (MARTINELLO et al. 2010), matriz do cordão umbilical (HOYNOWSKI 
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et al. 2007), líquido amniótico, membrana amniótica (IACONO et al. 2012), 

gengiva e ligamento periodontal (MENSING et al. 2011). 

A diferenciação é um processo que cursa com mudanças no tamanho, 

morfologia, potencial de membrana e atividade metabólica das células em 

resposta a modificações na expressão gênica (TAYLOR e CLEGG, 2011). 

Durante a diferenciação osteogênica, as CTMs expostas aos agentes indutores 

adquirem morfologia de osteoblastos e passam a expressar fosfatase alcalina e 

a depositar matriz extracelular rica em cálcio (COVAS, 2006b), conforme 

demonstrado em nosso estudo pela coloração positiva ao Alizarin red.  

A diferenciação adipogênica ocorre quando a monocamada celular é 

cultivada na presença do agente indutor isobutilxantina. Nestas condições 

ocorre a ativação do gene PPARã (peroxisme proliferator activated receptor 

gama) e a síntese de ácidos graxos. Desta forma, as células cultivadas 

rapidamente passam a acumular gotículas de lipídeos no citoplasma (COVAS, 

2006b). O abundante depósito intracitoplasmático de gotículas de gordura 

também foi demonstrado em nosso estudo pela coloração positiva ao Oil Red 

após a exposição das CTMs com o meio de diferenciação suplementado com 

5% de soro de coelho.  

A diferenciação condrogênica foi conduzida em ambiente tridimensional 

através do cultivo dos pellets em tubos do tipo Falcon, conforme já relatado por 

Reed e Johnson et al. (2007), Kasashima et al., (2011), Muller et al., (2011) e 

Ranera et al. (2012). O procedimento realizado se monstrou factível e as 

técnicas histológicas e imunocitoquímica foram adequadas para avaliar a 

deposição de matriz extracelular rica em proteoglicanos e colágeno do tipo II. 

Na última década muitos tratamentos tem sido descritos visando a 

transdiferenciação de CTMs em precursores neurais. Todos os protocolos 

utilizados até o momento podem ser divididos em três categorias: 1) uso de 

agentes químicos; 2) uso de fatores de crescimento e 3) cultivo de neuro-

esfera, bem como a combinação entre estas categorias (MONTZKA et al. 

2009). Neste estudo foram testados dois protocolos de indução química da 

diferenciação neural (P1: forksolin e ácido retinóico; P2: 2-�mecarptoetanol) 

sendo que no primeiro deles as células foram pré-tratadas com o fator de 

crescimento bFGF. Em ambos os protocolos observou-se mudança morfológica 

após o tratamento, sendo que esta ocorreu de forma mais abrupta no P2. 
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Resultados semelhantes foram relatadas por Woodbury et al. (2000) utilizando 

o mesmos agentes químico e por Mammadov et al . (2011) com ácido retinóico. 

Da mesma forma Hu et al. (2011) observaram alterações morfológicas usando 

Salvia miltiorrhiza e Nourbakhsh et al. (2011) utilizando fatores de crescimento. 

Recentemente Mammadov et al. (2011) demonstraram que as CTMs 

submetidas à transdiferenciação neural com ácido retinóico modificam 

lentamente sua morfologia, enquanto que o uso de agentes químicos como o 

�-mercaptoetanol, o DMSO, e o KCl promoveram uma rápida mudança 

atribuída a um artefato técnico devido ao enrugamento celular e não à 

aquisição da morfologia neuronal. Segundo estes autores, mudanças 

morfológicas mais lentas estão correlacionadas com a regulação de genes que 

requerem tempo para conversão em um tipo celular totalmente diferente, 

enquanto as mudanças rápidas parecem ser simplesmente decorrentes da 

ação tóxica dos compostos. Esta mesma opinião é compartilhada por 

Neuhuber et al. (2004) que observaram que as mudanças morfológicas para o 

fenótipo neural durante a transdiferenciação com uso de agentes químicos 

podem ser resultantes da quebra do citoesqueleto e retração da borda celular. 

No presente trabalho, a utilização do �-mercaptoetanol foi comparada a 

associação do ácido retinóico com o forskolin. O forskolin é um agente ativador 

da adenilato ciclase e está relacionado aos níveis de adenosina monofosfato 

cíclica (cAMP), sendo considerado um dos melhores indutores da diferenciação 

neural para CTMs (JORI et al., 2005). Entretanto, de acordo com Zang et al. 

(2011), a mudança morfológica causada pelo AMPc nas CTMs também é 

ocasionada por alterações do citoesqueleto e enrrugamento celular, não sendo 

acompanhada por modificações da expressão gênica das células 

No presente estudo, a segurança de aplicação das CTMs através do LCR 

foi significativamente demonstrada pelos resultados observados nas análises 

laboratoriais, bem como pela ausência de alterações clínicas nos grupos 

estudados. O achado mais interessante de nosso estudo foi a ausência de 

expressão das MMP2 e MMP9, particularmente em suas formas ativadas após 

o implante das CTMs. 

A ausência de alterações clínicas e neurológicas observadas após os 

implantes nos GT e GC nas condições deste estudo demonstram que os 

procedimentos realizados não cursam com mudanças a princípio que possam 
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alterar o ambiente neural e que também inviabilizem o uso dessa nova via de 

aplicação de CTMs em equinos. Em animais de laboratório e humanos a via 

liquórica tem sido utilizada para o implante de células mononucleares e CTMs 

alogênicas sem a evidência de efeitos adversos. Em um estudo conduzido com 

114 humanos acometidos por condições degenerativas (Ex: paraplegia, ataxia, 

esclerose múltipla), Yang et al. (2010) realizaram um total de 592 aplicações de 

células mononucleares alogênicas provenientes do sangue do cordão umbilical 

pela via intratecal e intravenosa concomitantemente sem a observação de 

sérios efeitos adversos. Nesse estudo, o efeito colateral mais frequente 

(19/592- 3,2%) foi a dor de cabeça, a qual foi atribuída a hipotensão postural, 

uma conhecida complicação de punções lombares que se resolvem 

espontaneamente sem a necessidade de intervenções drásticas. 

O LCR desempenha quatro grandes funções no SNC, que incluem o 

suporte físico da estrutura neural, a excreção, o transporte intracerebral e o 

controle do ambiente químico do SNC (KANECO et al. 2008). Dentre essas 

características, a que nos motivou para realização deste estudo foi a 

possibilidade de transporte das CTMs associado ao seu potencial migratório 

para eventuais sítios de lesões.  

Os implantes realizados em nosso estudo não ocasionaram diferenças 

(p>0,05) entre o GT e GC com relação às variáveis liquóricas estudadas, 

estando os valores de densidade (GREEN et al., 1993), hemácias, células 

nucleadas, proteínas e glicose (MAYHEW et al., 1977) pré e pós implante 

dentro da faixas de normalidade para espécie equina. Os valores de pH 

evidenciados com o uso da fita reagente pré é pós implante também foram 

considerados normais de acordo com o laboratório onde a análise foi 

conduzida. 

Os valores de mediana da pró-MMP2 no LCR  dos equinos do GC e GT 

pré e pós implante foram próximos e inferiores ao valor médio (43,12 ±13,90) 

evidenciado por Melo et al. (2012) em cães saudáveis utilizados como grupo 

controle em um estudo conduzido recentemente com o objetivo de avaliar a 

expressão das MMP2 e MMP9 no LCR e soro de cães com sintomas 

neurológicos e leischimaniose visceral. Os nossos resultados não foram 

confrontados com outros estudos conduzidos na espécie equina pela 

dificuldade de encontrar na literatura informações sobre a detecção de MMPs 




��
�

�
�

no LCR desta espécie. Desta forma, os valores observados particularmente no 

pré implante para pró-MMP2, servirão de referência para novos estudos.   

Neste estudo somente foi identificado a atividade da pró-MMP-2 

(gelatinase A) no LCR, sem diferenças (P>0,05) entre os grupos e momentos 

estudados. De acordo com Rosemberg (2002), a gelatinase A é uma molécula 

constitutivamente expressa que se encontra normalmente no tecido cerebral e 

LCR. A não evidência da MMP-9 (gelatinase B) latente ou ativada, 

principalmente no grupo tratado com CTMs, auxilia a hipótese de que a via de 

aplicação testada pelo nosso grupo é realmente segura, haja vista que de 

acordo com Rosemberg (2002) a MMP9 é marcadamente desregulada nas 

condições inflamatórias de muitas enfermidades. A elevada expressão da 

MMP-9 tem sido observada no LCR de pacientes humanos e animais 

acometidos por enfermidades neurológicas que envolvem intensa 

neuroinflamação, como leishmaniose visceral (MELO et al., 2012), acidente 

traumático cerebral (GROSSETE et al. 2009), meningites (LEPPERT et al., 

2000; WILLIAMS et al., 2002) e esclerose múltipla (LEPPERT et al., 1998). 

A literatura tem demonstrado resultados animadores com o uso de CTMs, 

fomentando assim diversas pesquisas. No entanto, questões práticas 

relacionadas à concentração celular adequada para implante em cada tecido, o 

número de implantes a serem realizados, a melhor via de administração e o 

melhor tipo celular para cada enfermidade ainda precisam ser esclarecidos 

para otimizar a utilização da terapia celular. Mais importante que isso, os reais 

mecanismos de ação e efeitos biológicos das CTMs em cada fase da 

cicatrização e da reparação tecidual devem ser explorados e melhor 

compreendidos. Sendo assim, apesar dos enormes avanços obtidos nesta área 

nos últimos anos, este ainda é um tema que carece de inúmeras respostas, 

abrindo, portanto um vasto campo para novas pesquisas na medicina equina. 
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4 Conclusões Gerais 

De acordo com os objetivos propostos, podemos concluir que: 

1- O protocolo de isolamento, cultivo e caracterização das CTMs 

provenientes da medula óssea (MO) utilizado neste estudo foi adequado para a 

produção de uma população celular com bom potencial de diferenciação e 

ausência de aneuploidia, a qual poderá ser utilizada para o estudo de futuras 

terapias celulares. Os dados obtidos irão contribuir não somente para o 

estabelecimento e aperfeiçoamento dos critérios de caracterização das CTMs, 

mas também favorecerão o desenvolvimento de novas pesquisas fomentando 

o uso terapêutico destas células na medicina equina. 

2- A via intratecal, utilizando-se o espaço atlanto-occipital, é segura 

para o implante das CTMs autólogas, sendo uma alternativa viável para terapia 

celular das encefalopatias e mielopatias que acometem os equinos.

3- A habilidade das CTMs em gerar tipos celulares relacionados à 

linhagem neural é complexa e multifatorial, dependendo não só dos agentes 

indutores, mas também do ambiente no qual estas células são cultivadas. 

Desta forma, mesmo com a ocorrência de mudança morfológica similar às 

células neurais e expressão dos marcadores �3-tubulina e GFAP, não foi 

possível comprovar que os protocolos de diferenciação neural utilizados 

promoveram a transdiferenciação das CTMs provenientes da MO, uma vez que 

as CTMs indiferenciadas também expressaram os marcadores neurais 

avaliados. Diante disso, técnicas mais sensíveis, marcadores neurais mais 

específicos e a avaliação da eletrofuncionalidade terão que ser utilizados 

futuramente para confirmar a transdiferenciação das CTMs da MO de equinos 

em fenótipos neurais, já que somente a mudança morfológica e a expressão 

destes marcadores neurais não foram suficientes nas condições experimentais. 
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6 Anexo 

Trabalho publicado no periódico “Pesquiva Veterinária Brasileira”: 
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