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das células-tronco mesenquimais (CTMs). No dia 1 (D1) foi
realizada a colheita do sangue periférico (CS1), seguida da
colheita do liquor (CL1) e finalmente o tratamento dos grupos
estudados. No dia 6 (D6), pos-tratamento, foi realizada a
colheita de novas amostras de sangue periférico (CS2) e liquor
(CL2) dos animais estudados. Durante trinta dias todos os
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Ensaio de diferenciacdo das células-tronco mesenquimais para
as linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica. (A)
Diferenciacao osteogénica. Note a deposicao de calcio marcada
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extracelular contendo proteoglicanos. (D) Coloragédo com Alcian
blue. Nota-se a presenca de areas em azul indicando a
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MAIA, L. Coleta, processamento, caracterizacao fenotipica das células-tronco
mesenquimais e sua viabilidade de aplicacao por via intratecal em equinos.
Botucatu, 2012. 95p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O interesse terapéutico e biolégico nas células-tronco tem aumentando nos ultimos
anos, fato este demonstrado pelo numero crescente de pesquisas e publicagdes na
area. Na espécie equina, as pesquisas envolvendo o uso da terapia celular com
células-tronco mesenquimais (CTMs) estdo focadas, particularmente para o
tratamento de lesdes tendineas e osteoarticulares, havendo poucos relatos da sua
utilizacao em outros tecidos, tais como o sistema nervoso. Desta forma, as vias de
aplicacao mais utilizadas até entao para uso clinico em equino sao as intralesionais
e intra-articulares, carecendo assim na medicina equina de estudos pré-clinicos que
avaliem a seguranga de administracdo das CTMs em outras vias, tais como a
intratecal por via liqudrica. Nesse sentido, o objetivo geral deste estudo foi a
obtengdo, o cultivo e a caracterizagdo das CTMs provenientes da medula 6ssea
(MO) de equinos, aléem da avaliacdo da viabilidade e da seguranca de aplicagao
dessas células autdlogas por via intratecal através do espaco atlanto-occiptal.
Também foi avaliado in vitro o potencial de transdiferenciagcdo das CTMs-MO em
fendtipos neurais, utilizando-se dois protocolos de diferenciagéo neural: P1 (forksolin
e acido retindico) e P2 (2-B mercaptoetanol). Ao término do cultivo primario, a
analise imunofenotipica revelou a presenca de CTMs com elevada expressao do
marcador CD90, seguida de menor expressao para o marcador CD44 e auséncia de
expressao do marcador CD34. Nos ensaios de diferenciacdo nas tri-linhagens
mesodermais ficou evidenciada a resposta positiva as diferenciagcdbes osteogénica
(OST), condrogénica (CDG) e adipogénica (ADP) caracterizadas pela deposi¢cao de
matriz extracelular rica em calcio (OST), proteoglicanos e colageno Il (CDG) e
deposicao intracelular de goticulas de gordura (ADP). Na caracterizacao
imunocitoquimica as CTMs foram imunoreativas para os marcadores CD44,
vimentina, PCNA e negativas para o marcador CD13. Na analise ultraestrutural, a
caracteristica mais marcante foi a presenca de um reticulo endoplasmatico rugoso
com cisternas bastante dilatadas preenchidas com um material de baixa
eletrondensidade. Adicionalmente, na analise citogenética as CTMs apresentaram
cariotipagem normal (2n=64), nao sendo observadas nas metafases estudadas
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perda ou ganho cromossomal. No implante intratatecal das CTMs previamente
caracterizadas nao foram observadas diferencas (P>0,05) nas variaveis
hematoldgicas e liqudricas estudadas nos periodos pré e pds-implante entre os
grupos tratado (GT) e controle (GC). Durante a avaliacdo neuroldgica realizada
diariamente por trinta dias apos os implantes, também nao foram observadas
alteracdes na integridade encefalica, dos nervos cranianos e coordenagdao motora
dos animais do GC e CT. Adicionalmente, na analise das MMPs dos tipos 2 e 9 no
LCR, somente foi observada a presenca da pr6-MMP-2 (latente) sem diferencas
(P>0,05) entre os grupos estudados. Com relagéo ao potencial de transdiferenciacao
neural in vitro, as CTMs apresentaram mudancas morfolégicas em graus variados
entre os protocolos testados (P1 e P2) caracterizadas principalmente por retragao do
corpo celular e presenca projecoes protoplasmaticas (filopodia). Na analise
imunofenotipica foi observado uma maior (P<0,001) expressao dos marcadores
GFAP e B3 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 nao foram submetidas a nenhum tratamento, ou seja, indiferenciadas
também apresentaram expressao 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 espaco atlanto-occipital
demonstrou ser seguro sob o ponto de vista clinico e laboratorial, sendo uma
alternativa viavel para terapia celular das encefalopatias e mielopatias que
acometem os equinos e; (3) a habilidade das CTMs em gerar tipos celulares
relacionados a linhagem neural é complexa e multifatorial, dependendo nao sé dos
agentes indutores, mas também do ambiente no qual estas células séo cultivadas.
Desta forma um maior numero de estudos € necessario para o melhor entendimento

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

Palavras-chave: liquor, CTMs, implante, diferenciacéo, cavalo.
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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-Bmercaptoethanol). 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 Il (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
CD183. 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
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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 33 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 Introducéao

Estudos recentes tem demonstrado inumeras propriedades biologicas das
células-tronco mesenquimais (CTMs), bem como a sua possibilidade de
aplicacao em enfermidades complexas ou em lesdes de dificil regeneracao,
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
autorregeneracdo, a baixa imunogenicidade, os efeitos paracrinos, anti-
inflamatdrios, imunomoduladores, antiapoptéticos e neuroprotetores das CTMs.

A realizagdo de estudos clinicos se faz necessaria para transferéncia de
resultados pré-clinicos a partir de experimentos com modelos animais para os
seres humanos (WRIGHT et al.,, 2011). Os equinos, semelhantemente aos
humanos, sao muito afetados por enfermidades osteomusculares (ex:
osteoartrites, tendinopatias), neuroldgicas (ex: neuropatias e mielopatias) e
reprodutivas (ex: endometrites), sendo essa caracteristica importante para
utilizacdo da espécie como modelo experimental para terapia celular com
CTMs.

Na medicina equina, as CTMs provenientes da medula éssea (CTMs-MO)
e do tecido adiposo sao consideradas os dois tipos mais comuns de células-
tronco adultas utilizadas na abordagem terapéutica para regeneracao de
tecidos, sendo ambas facilmente obtidas para isolamento e expanséo (VIDAL
et al., 2008). Os estudos envolvendo terapia celular com CTMs em equinos
estdo focados, particularmente, para o tratamento de lesdes tendineas 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 utilizacdo em outros tecidos, tais como o
sistema nervoso (MAIA et al. 2009). Desta forma, as vias de aplicacdo mais
utilizadas até entao para uso clinico em equino sao as intralesionais e intra-
articulares, carecendo assim na medicina equina de estudos pré-clinicos que
avaliem a seguranca de administracao das CTMs em outras vias, tais como a
intratecal através do espacgo subaracndide. A comprovacao da hipétese de que
a via intratecal através do liquor é segura na espécie equina, ndo somente

possibilitara a utilizacao da terapia celular nos processos neurodegenerativos e



inflamatérios, tal como a meningoencefalite protozoaria equina, mas também
fornecera informagdes validas para o uso das CTMs em varias enfermidades
neuroldégicas que acometem as espécies domésticas.

Ressalta-se que também é essencial para o aprimoramento da terapia
celular, que o processo de obtencdo, manutencdo, caracterizacdo e
diferenciacao sejam dominados para o melhor aproveitamento terapéutico das
CTMs. Embora, as CTMs ja estejam disponiveis para uso na espécie equina e
muitos estudos tenham demonstrado resultados satisfatérios, algumas
questdes praticas relacionadas aos protocolos de isolamento e caracterizagao
celular, como a escolha dos melhores marcadores e técnicas ainda precisam
ser melhor estudados.

Nesse contexto, o objetivo geral deste estudo foi a obtengao, o cultivo e a
caracterizagdo das CTMs-MO equina, além da avaliagdo da viabilidade e da
seguranca de aplicacdo dessas células autdlogas por via intratecal através do
espaco atlanto-occipital de equinos. Adicionalmente também foi avaliado in
vitro o potencial das CTMs-MO em se transdiferenciarem em fenétipos neurais,

utilizando-se dois protocolos de diferenciagéo neural.



2 Revisao de Literatura

2.1 Células-Tronco

As células-tronco (CT) podem ser definidas como células com grande
capacidade de proliferacdo e auto-renovacédo, além da capacidade de
responder a estimulos 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 embrionarias 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 éssea, musculo, tendao, tecido adiposo (DAHLGREN, 2009a), sangue
periférico (MARTINELLO et al., 2010), matriz do cordao umbilical
(HOYNOWSKI et al., 2007) e liquido amnidtico (LOVATI et al., 2011). As CTH
sao responsaveis pela producao da linhagem linféide e mieldide e as CTMs séao
capazes de se diferenciar em tipos celulares de origem mesodermal, incluindo
0sso, musculo, cartilagem, tecido adiposo, ligamento e tenddao (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 autorrenovacado de
tecidos adultos ao longo da vida. Alguns tecidos sao caracterizados pela
continua perda de células, incluindo o sistema hematopdietico, intestino e a
pele, sendo as CTAs responsaveis pela reposicao celular e consequentemente
homeostase tecidual (HUMPREYS e BONVENTRE, 2008). Segundo Nardi
(2007), além da reposicao de células que sofrem apoptose, as CTAs podem
proporcionar a recuperagao de lesdes nao fisioldgicas decorrentes de

acidentes ou agentes patogénicos.



2.2 Biologia das células-tronco mesenquimais (CTMs)

As CTMs sao células adultas indiferenciadas que podem ser isoladas de
diferentes tecidos, mas primariamente do estroma da medula 6ssea. A origem
embrionaria dessas células € mesodermal e elas surgem a partir de células
mesenquimais que dao origem a tecidos conjuntivos, como 0ssos, cartilagens,
gordura, bem como o sistema vascular e hematopoiético (HUMPREYS e
BONVENTRE, 2008). Em condicbes 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 migratorio, sendo esta
caracteristica a base para que as células-tronco possam atingir os sitios
enfermos apds a administracdo intravenosa, intralesional ou perilesional. As
citocinas liberadas nos sitios de inflamagao ou lesdo promovem a sinalizagao
quimica para orientar a migracdo das células implantadas (DAHLGREN,
2009a). Segundo Chen et al. (2008a), essas células migram seletivamente para
areas de lesao, inflamagcao e tumores, onde estdo envolvidas na reparagao
tecidual e formacdo do estroma associado ao tumor. Esta caracteristica as
tornam candidatas atrativas para uso como veiculo para terapia em sitios
especificos.

As CTs sao capazes de autorregular os fatores da cascata da inflamacao,
incluindo as citocinas proé-inflamatdrias interleucinas-13, fator de necrose
tumoral-a e interferon-y. Estes efeitos anti-inflamatérios podem ter influéncias
profundas no ambiente tecidual local e igualmente influenciar a habilidade de
investigadores em utilizar células-tronco alogénicas sem induzir uma resposta
imune do hospedeiro. Adicionalmente, essas células também secretam fatores
de crescimento que promovem a efetiva revascularizacao tecidual, além de
apresentarem efeito antiapoptotico, importante na restauracdo e manutencgao
da funcéo tecidual (DAHLGREN, 2009a).

De acordo com Phinney e Prockop (2007), relatos tem revelado que as
células-tronco progenitoras, particularmente as derivadas da medula dssea,
promovem reparacao tecidual mediante secrecoes de fatores que aumentam a
regeneracdo das células lesadas, além de estimularem a proliferagédo e
diferenciacao de células-tronco enddégenas em diversos tecidos e reduzirem as

reacoes inflamatorias e imunes.



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 queratinécito (KGF), fator derivado
de estroma-1, angiopoietina-1, proteina inflamatoria alfa e beta-1 de
macréfagos e eritropoietina em quantidades superiores aos fibroblastos da
derme. Adicionalmente, foi evidenciado que a secrec¢ao desses fatores recruta
macréfagos e células da linhagem endotelial, aumentando assim a cicatrizacao

de feridas cutaneas.

2.3 Principais fontes de obtencao das CTMs em equinos

Em equinos, as CTMs podem ser obtidas a partir da medula dssea
(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 cordao
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 cordao umbilical (HOYNOWSKI et al.,
2007) e liquido amnidtico (LOVATI et al., 2011). Segundo Colleoni et al. (2009),
as CTMs estao presentes em muitos tecidos, mas as células mais comumente

utilizadas para uso clinico sdo as obtidas da medula éssea e tecido adiposo.

2.3.1 Medula 6ssea

A medula éssea (MO) é o maior érgao hematopoiético do corpo, sendo
responsavel pela producao de eritrocitos, plaquetas, granuldcitos, mondécitos e
um pequeno numero de linfécitos (LATIMER e ANDREASE, 2002). A
concentragcdo de CTMs na MO é considerada muito baixa (0,001 a 0,01%)
(TAYLOR e CLEGG, 2011), podendo essa desvantagem ser contornada pela
expansao in vitro por duas a quatro semanas (DAHLGREN, 2009a).

A técnica de colheita do sangue da MO é realizada tradicionalmente por
puncao do osso esterno (Figura 1), com o animal em estacao utilizado-se a
agulha de Jamshidi® ou de Komiyashiki® (MAIA et al., 2011), com prévia
sedacao e bloqueio anestésico local. Conforme Kasashima et al. (2011), o sitio
anatdomico mais seguro e factivel para puncédo aspirativa da MO € na quinta

esternébra, por sua localizacdo cranial ao apice do coragao e adequada



espessura dorsoventral. Adicionalmente, de acordo com esses mesmos
autores, a aspiracdo da MO também pode ser conduzida na quarta e na sexta
esternébra, mas ha o inconveniente da primeira estar localizada entre os
membro toracicos e a ultima préximo ao coracao.

FIGURA 1: Puncéao aspirativa da medula dssea. a) Bloqueio local com lidocaina

a 2% com vasoconstrictor apds sedagdo com xilazina a 10%. b) Puncgéao
aspirativa da medula éssea apds fixacao da agulha na esternébra. ¢) Amostra
de medula éssea utilizada para isolamento e cultivo das CTMs. Fonte: arquivo
pessoal.

De forma alternativa, outro sitio anatébmico que pode ser utilizado para
puncao aspirativa da MO é a tuberosidade coxal (TC). A técnica de colheita
consiste na contengdo em brete, bloqueio anestésico local, seguido da
introducdo da agulha de puncdo de MO na angulagédo e sentido adequado



(MAIA et al., 2011). Segundo Kasashima et al. (2011), a agulha deve ser
introduzida na proeminéncia 6ssea da TC no sentido dorsoventral e
craniocaudal. Normalmente a penetracdo da agulha de 1 a 2 cm na TC é
suficiente para colheita da MO no equino adulto, sendo necessaria uma menor
penetracdo em potros (LATIMER e ANDREASE, 2002).

Comumente, o aspirado de medula 6ssea é acondicionado em uma
solucdo de gradiente de densidade e a fracao de células mononucleares é
separada por centrifugagao previamente a sua aspiragao e cultivo. As células
mononucleares tem uma densidade de 1073 g/dL, portanto, sdo isoladas em
gradiente Ficoll 1077 g/dL (TAYLOR e CLEGG, 2011). A solugcéo de Ficoll é
composta por uma mistura de polimeros de carboidratos e o composto iodado
de metrazamida. Apds centrifugagcdo a baixa velocidade, as hemacias e os
leucécitos granulécitos atravessam a fase orgénica (Ficoll-hipaque) e
sedimentam. As células mononucleares (“anel celular’) localizam-se na
interface entre as duas solugdes, e as plaquetas e proteinas plasmaticas se
localizam na fase aquosa (superior) (FONTES et al., 2006). Apds a separacao
da fragdo mononuclear, as células sdo lavadas e cultivadas em meio de
manutencao, acrescido de antibiético e antimicético em estufa a 5% CO2 a 37
C.

A cultura da MO contém inicialmente uma mistura heterogénea de tipos
celulares, que se torna mais homogénea apds as trés primeiras semanas de
cultivo. Durante o inicio do cultivo, a proporcao de células hematopoiéticas
comprometidas com a diferenciacdo terminal é reduzida por apoptose
espontanea, sendo removidas pela ndao aderéncia. Desta forma, a populagao
de células mesenquimais torna-se mais homogénea (RADCLIFFE et al., 2010).

Uma das grandes vantagens dessa fonte € o seu elevado potencial
osteogénico (TOUPADAKIS et al., 2010) e condrogénico (VIDAL et al., 2008),

ja comprovado experimentalmente.

2.3.2 Tecido adiposo (TA)

O tecido adiposo (TA) é uma fonte promissora de CTAs com fendtipo
similar ao das células isoladas do aspirado de medula 6ssea (DAHLGREN,
2009a).



A populacéo de células isoladas do tecido adiposo € heterogénea e
contém uma combinacao fisiolégica de fibroblastos, células e progenitores
endoteliais, pericitos, macrofagos, pré-adipdcitos, linfocitos B e T e células
musculares lisas. O total da populacao 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 regido acima
do musculo gluteo dorsal, na base da cauda, mediante a prévia sedacao,
tricotomia, antissepsia e bloqueio anestésico local em L invertido (VIDAL et al.,
2008; CARVALHO et al., 2011). Ap6s a colheita, o TA é acondicionado em
frascos contendo solucdo fosfato tamponado (PBS) e encaminhado ao
laboratério para digestdo enzimatica com colagenase, seguido do isolamento
da fracao 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 aplicacéo terapéutica.

As vantagens do TA em comparagdo com a medula 6ssea como fonte de
CTAs incluem: (I) minima morbidade associada a colheita; (Il) numero de
células-tronco clinicamente relevante, eliminando potencialmente a
necessidade para propagacao in vitro; (lll) elevada proporcao de células-tronco
comparada com a medula éssea (2% vs 0,002%), e alta taxa de proliferacao
das células-tronco in vitro quando comparada com a medula d&ssea
(DAHLGREN, 2009b). Por outro lado, uma das desvantagens do uso dessa
fonte €& estética (ferida cirurgica), desencorajando algumas vezes o0s
proprietarios de animais de alto valor e rendimento a realizarem o

procedimento.

2.4 Caracterizacao e diferenciacao

Durante o cultivo, se faz necessaria tanto a caracterizacao morfologica,
imunofenotipica, quanto a diferenciacdo das CTMs em linhagens osteogénica,
adipogénica e condrogénica.

A Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC) criou critérios
minimos para a caracterizacao das CTMs humanas (DOMINICI et al., 2006),
sendo observada uma tendéncia para utilizacdo 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) aderéncia ao plastico em cultura celular; (Il) expressao dos
receptores de superficie celular CD105, CD73 e CD90 (= 95% positivos) e
auséncia de expressao (< 2% positivos) dos marcadores CD45, CD34, CD14
ou CD11b, CD19 ou CD79a e HLA-DR, além da (lll) demonstragao in vitro para
diferenciacdo osteogénica, adipogénica e condrogénica (DOMINICI et al.,
20086).

2.4.1 Caracterizacao morfolégica

Em cultivo, as CTMs equina caracterizam-se por apresentar crescimento
em monocamada, morfologia fibroblastoide e aderéncia ao plastico (Figura 2)
(KOCH et al., 2007; LOVATI et al., 2011). E importante ressaltar que estes
aspectos morfoldgicos sdao muito inespecificos e também compartilhados por
outros tipos celulares, como os fibroblastos, o que dificulta a utilizacdo
isoladamente desses parametros para caracterizacdao das CTMs.

FIGURA 2: Células-tronco mesenquimais (CTMs) da medula éssea de equino.
a) Nota-se a presenca de CTMs com morfologia fibroblastéide, cultivadas em
monocamada (setas). b) Nota-se a presenca de CTMs com morfologia
fibroblastoide e nucleo corado com hematoxilina (setas). Objetiva 10x (a) e 20x

(b). Fonte: arquivo pessoal.

2.4.2 Caracterizacao imunofenotipica de receptores de superficie
celular

Marcadores de superficie celular sdo moléculas bioativas embebidas ou
apostas a superficie 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 biolégicas ou
celulares. Estas moléculas que refletem a fungcao celular podem também ser
utilizadas para efeito de marcacdo e identificacdo de tipos celulares
particulares, incluindo as CT (COVAS, 2006a).

A designacao “Cluster of differentiation” (CD) refere-se aos marcadores
de superficie celular utilizados para caracterizar tipos celulares (TAYLOR e
CLEGG, 2011). Até o momento nenhum marcador CD foi encontrado para
identificar definitivamente as CTMs sendo necessaria, na opiniao de Taylor e
Clegg (2011), uma combinacdo de marcadores para caracterizagcdo de uma
populacédo homogénea.

A capacidade para caracterizar as CTMs equinas é prejudicada pela
limitada disponibilidade de anticorpos e variabilidade nas reag¢des cruzadas
(BORJESSON e PERONI, 2011). Em estudo, Ibrahim et al. (2007)
demonstraram que de 379 anticorpos para marcadores de superficie celular
(CD) humanos, apenas 14 (4%) apresentavam reacao cruzada em leucdcitos
equinos. Carvalho et al. (2009) avaliaram a expressdo dos marcadores CD44,
CD90 e CD13 em CTMs provenientes do tecido adiposo de equinos. Os
resultados revelaram expressdao dos marcadores CD44 e CD90 na citometria
de fluxo, em todas as passagens estudadas (1-4). Ja o marcador CD13 nao
demonstrou reatividade.

Devido a dificuldade de reacao cruzada, De Schauer et al. (2010)
recentemente recomendaram um painel de marcadores de superficie 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 Diferenciacao in vitro das CTMs

A diferenciacdo € um processo que cursa com mudang¢as no tamanho,
morfologia, potencial de membrana e atividade metabdlica das células em
resposta a modificagcdes na expressao génica (TAYLOR e CLEGG, 2011).

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

se diferenciar em 0sso, cartilagem e gordura (COVAS, 2006a).
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2.4.3.1 Diferenciacao osteogénica

A diferenciacdo osteogénica das CTMs necessita da presenca dos
agentes indutores: betaglicerol fosfato, acido ascérbico, dexametasona e soro
fetal bovino. Na presenca dessas substancias as CTMs adquirem morfologia de
osteoblastos e passam a expressar fosfatase alcalina e a depositar matriz
extracelular de calcio rica em calcio (COVAS, 2006b), que pode ser
evidenciada pela coloracdao 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; MULLER et al., 2011).
Adicionalmente, outras técnicas para avaliar a diferenciacdo osteogénica,
incluem a expressdao dos genes Runx2 (Runt relacionado ao fator de
transcricao 2), SPP1 (osteopontina), osteonectina e deteccao das proteinas
Runx2, colageno do tipo | (COL1), osteocalcina, B1 integrina e osteopontina
(DE SCHAUWER et al., 2011).

Estudo conduzido por Toupadakis et al. (2010) comparou o potencial de
diferenciacdo osteogénico das células-tronco mesenquimais provenientes da
medula 6ssea, tecido adiposo, matriz e sangue do cordao umbilical de equinos.
Os resultados mediante a avaliacdo da expressao g@énica, atividade de
fosfatase alcalina e deposicao da matriz extracelular de calcio revelaram que
as CTMs da MO diferenciam-se mais rapidamente e eficientemente para
linhagem osteogénica do que as outras fontes estudadas. Esse excelente
potencial osteogénico das CTMs provenientes da MO foi reafirmado
recentemente por Maia et al. (2011), mediante a mudanca da morfologia
fibroblastoide das células para poligonal, além da precoce e abundante
deposicéo de matriz de calcio ao décimo dia de diferenciagéo.

2.4.3.2 Diferenciacao adipogénica

A diferenciacdo adipogénica das CTMs ocorre quando a monocamada
celular é cultivada na presenca de isobutilxantina. Nestas condi¢cdes ocorre
ativacao do gene PPARa (peroxisme proliferator activated receptor gama) e a
sintese de acidos graxos. Desta forma, as células cultivadas rapidamente
acumulam goticulas de lipideos no citoplasma (COVAS, 2006b), que pode ser
demonstrado pela coloragao positiva ao Oil Red (MARTINELLO et al., 2010;
RADCLIFFE et al., 2010; DE SCHAUWER et al., 2011; LOVATI et al., 2011).
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Outros componentes importantes no meio de diferenciacdo adipogénica, 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
sintese lipideos e o acumulo no interior de vacuolos intracelulares.

A adipogénese também pode ser avaliada pela expressdao do gene
PPARa e identificacdo das proteinas adiponectina e 1 integrina (DE
SCHAUWER et al., 2011).

2.4.3.3 Diferenciacao condrogénica

A diferenciagcdo condrogénica € conduzida em ambiente tridimensional
com meio indutor enriquecido com fator de crescimento transformante beta
(TGF-B) (28, 42) e/ou proteina morfogénica éssea (BMPs) (VIDAL et al., 2008;
KASASHIMA et al.,, 2011; STEWART e STEWART, 2011). De forma factivel,
esse procedimento pode ser realizado em tubos do tipo falcon de 15 mL com
trocas de meio a cada trés ou quatro dias. Estima-se que o tempo necessario
para diferenciacdo seja de aproximadamente 14 a 25 dias (FONTES et al.,
20086).

A resposta positiva a diferenciacao pode ser avaliada histologicamente
utilizando as coloragbes de azul de toluidina, alcian blue, safranina O e
tricrémico de Mason ou também pela expressao dos genes Sox-9, colageno do
tipo Il (COLIl), relacdo do COLII/COL1 e de agrecan/versican, além da
identificacdo das proteinas colageno do tipo Il e B1 integrina (DE SCHAUWER
et al., 2011).

Vidal et al. (2008) compararam o potencial condrogénico das CTMs
provenientes da MO e tecido adiposo de equinos expostas ao meio de
diferenciacao condrogénico suplementado ou ndo com BMP-6 e TGFB3. Os
resultados desse estudo revelaram que as CTMs provenientes da MO
apresentam potencial condrogénico superior as do tecido adiposo na presenca

dos fatores de crescimento estimulatorios.
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2.4.3.4 Diferenciacao neural

Os primeiros estudos demonstrando o potencial de diferenciacdo das
CTMs em fendtipos neurais foram conduzidos por Woodbury et al. (2000) e
Sanchez-Ramoz et al. (2000), utilizando células provenientes da medula 6ssea
de humanos e roedores. Woodbury et al. (2000) utilizaram protocolos baseados
em agentes quimicos antioxidantes (B-mercaptoetanol, butilato de
hidroxianisole, dimetilsulféxido), enquanto Sanchez-Ramoz et al. (2000)
testaram protocolos com &cido retindico e fatores neurotrdpicos em células
previamente tratadas com EGF. Atualmente, além da utilizacdo dos agentes
quimicos, os protocolos baseiam-se na utilizacdo de fatores de crescimento
(NAGHDI et al., 2009, BAE et al. 2011, NOURBAKHSH et al. 2011), fatores
neurotrdpicos (BARZILAI et al. 2008,), liquido cefalorraquidiano autélogo (YE et
al. 2011) e fitoterapia (HU et al. 2011). Particularmente em equinos, 0s ensaios
de diferenciacao estao focados na mudanca das CTMs em linhagens de origem
mesodermal, sendo escassa a avaliagao do potencial de transdiferenciacao em

fendtipos neurais.

2.5 Aplicacao terapéutica das CTMs em equinos

As CTMs provenientes da medula 6ssea e do tecido adiposo séo os dois
tipos mais comuns de células-tronco utilizadas na abordagem terapéutica para
regeneracdao de tecidos em equinos, sendo ambos facilmente obtidos para
isolamento e expansao (VIDAL et al., 2008).

Na medicina equina, os estudos com terapia celular utilizando CTMs
estdo focados principalmente para o tratamento de lesdes tendineas 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 utilizacdo escassa em tecidos extra
mesenquimais, tais como o sistema nervoso. Segundo Dalgren (2009a), os
implantes intra-articulares e intralesionais em tenddes e ligamentos sao as
principais aplica¢des clinicas das CTMs em equinos.

Para uso terapéutico, as células provenientes da medula 6ssea e do
tecido adiposo podem ser utilizadas nas formas cultivadas ou nao cultivadas
(fracdo mononuclear e fracdo vascular estromal), com vantagens e limitacdes

de acordo com cada fonte.
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2.5.1 Aplicacao em enfermidades neurolégicas

As lesbes no sitema nervoso central (SNC) tais como as contusdes
encefalicas e lesbes medulares, resultam em déficits funcionais decorrentes da
morte das células neuronais e perdas das conexdes axonais. A capacidade dos
neurénios do SNC adulto se regenerarem € baixa quando comparado com 0s
neurénios durante os primeiros estagios de desenvolvimento. O crescimento
dos axébnios durante o desenvolvimento € sustentado principalmente por
mudancgas no citoesqueleto, expressdao génica e sintese protéica, além de
mudancgas na resposta a estimulos extracelulares. Desta forma, a regulagéo
desses fenbmenos nos neurbnios do SNC adulto pode ser uma poderosa
estratégia para o re-estabelecimento de redes neuronais apods lesdes
(MURAMATSU et al.,, 2009). Nesse contexto, a terapia celular e génica
envolvendo as células-tronco apontam-se como alternativas promissoras para
a restauracao funcional do sistema nervoso, haja vista a habilidade de suprimir
o sistema imune, secretar fatores de crescimento e neurotréficos, reduzir a
apoptose, regular a inflamacao e servir de veiculo para moléculas terapéuticas,
como os peptideos que inibem os fatores inibitérios derivados da mielina que
impendem a regeneragao axonal (Revisado por AZARI et al. 2009; JOYCE et
al., 2010).

Na medicina equina, o uso terapéutico das CTMs para restauracao neural
ainda €& considerado escasso. Todavia, Maia et al. (2009) demonstraram o
potencial de aplicacdo das CTMs para restauracdo funcional da paralisia de
nervo facial primaria em equino. Os autores trataram por via perineural um
equino de cinco anos que nao respondia de forma satisfatéria ao tratamento
farmacoldégico, fisioterapico e acupuntura. Noventa dias apds o tratamento foi
observado ao exame neuroldgico melhora completa da ptose de labio inferior,
melhora na condi¢cdo corporal e retorno a atividade atlética. Nesse caso, o
resultado da recuperacado clinica foi atribuido a melhora do microambiente
neural em detrimento do efeito paracrino e imunomodulador das CTMs.
Ressalta-se que, embora animadores os resultados, os estudos controlados
Sd0 necessarios para melhor compreensdo dos possiveis mecanismos
neuroprotetores e neunoregenerativos das CTMs nas enfermidades

neurolégicas dos equinos.



Capitulo 2
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CARACTERIZACAO IMUNOFENOTIPICA, IMUNOCITOQUIMICA,
ULTRAESTRUTURAL E CITOGENETICA DE CELULAS-TRONCO

MESENQUIMAIS DA MEDULA OSSEA DE EQUINO

Leandro Maial*, Fernanda C. Landim—Alvarengaz, Ligia S. L. Silveira da Mota3,
Marjorie de Assis Golim4, Reneé Laufer Amoriml, Bruna De Vitaz, Daniele Jaqueta
Barberinil, Amanda Jeronimo Listoniz, Carolina Nogueira de Moraesz, Marta Thomas

Hecklerl, Rogério Martins Amorim'.

RESUMO

A proposta do presente estudo foi isolar, cultivar e caracterizar as células-tronco
mesenquimais (CTMs) provenientes da medula 6ssea (MO) de equinos utilizando as
técnicas de citometria de fluxo, imunocitoquimica, citogenética e microscopia
eletrobnica. A andlise imunofenotipica revelou a presenga de CTMs com elevada
expressao do marcador CD90, seguida de menor expressao para o marcador CD44 e
auséncia de expressdo do marcador CD34. Nos ensaios de diferenciagdo ficou
evidenciada a resposta positiva as diferenciacdes osteogénica (OST), condrogénica
(CDG) e adipogénica (ADP), caracterizadas pela deposicdo de matriz extracelular rica
em cdlcio (OST), proteoglicanos e coldgeno II (CDG) e deposi¢do intracelular de

goticulas de gordura (ADP). Na caracterizacdo imunocitoquimica as CTMs foram
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imunopositivas para os marcadores CD44, vimentina, PCNA e negativas para o
marcador CD13. Na anélise ultraestrural das CTMs a caracteristica mais marcante foi a
presenca de um reticulo endoplasmatico rugoso com cisternas bastante dilatadas
preenchidas com um material de baixa eletrondensidade. Adicionalmente, na andlise
citogenética as CTMs apresentaram cariotipagem normal (2n=64), ndo sendo
observadas nas metéifases estudadas aneuploidia. O protocolo de isolamento, cultivo e
caracterizacdo das CTMs equinas utilizado neste experimento demonstrou adequado
para a producdo de uma populacdo celular com bom potencial de diferenciacdo e
auséncia de aneuploidia, a qual podera ser utilizada para o estudo de futuras terapias
celulares.

Palavras chaves: CTMs, diferenciacdo, marcadores de superficie, cavalo.

1. Introducao

As células-tronco mesenquimais (CTMs) tem despertado grande interesse na
medicina equina, fomentando diversas pesquisas que visam o uso terapéutico deste tipo
celular. Entretanto, dados claros e inequivocos em relagdo as formas de obtengdo,
processamento e caracterizagdo ainda precisam ser obtidos para melhor aproveitamento
terapéutico.

As CTMs sdo células indiferenciadas que podem ser isoladas de diferentes
tecidos, mas primariamente do estroma da medula dssea. A origem embriondria dessas
células € mesodermal e, elas surgem a partir de células mesenquimais que ddo origem a
tecidos conjuntivos, como 0ssos, cartilagens, gordura, bem como o sistema vascular e
hematopoiético [1]. Em condi¢bes 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 dssea [3 - 8],
sangue do corddao umbilical [9, 10], sangue periférico [11], tecido adiposo [8, 5, 12],
matriz do corddo umbilical [13], liquido amnidtico [14], membrana amnidtica [15],
gengiva e ligamento periodontal [16]. Segundo Colleoni et al. [5], embora estejam
presentes em muitos tecidos, as CTMs mais comumente utilizadas para uso clinico sao
as obtidas da medula dssea e tecido adiposo.

Em cultivo, as CTMs equinas caracterizam-se por apresentar crescimento em
monocamada, morfologia fibroblastéide e aderéncia ao pléastico [9, 14, 17]. Estes
aspectos morfolégicos, embora importantes, sdo muito inespecificos e também
compartilhados por outros tipos celulares, como os fibroblastos, o que dificulta a
utilizagdo isoladamente desses parametros para caracterizagdo das CTMs. Desta forma,
a avaliacao de expressao de marcadores de superficie celular (cluster of differentiation —
CD) e os ensaios de diferenciacdo sdo fundamentais para adequada caracterizagdao das
CTMs.

At¢é o momento nenhum marcador CD foi encontrado para identificar
definitivamente as CTMs, sendo necessidria uma combinacdo de marcadores para
caracterizacdo de uma populacdo homogénea [18]. Segundo Borjesson & Peroni [19], a
capacidade para caracterizar as CTMs equinas € prejudicada pela limitada
disponibilidade comercial de anticorpos e variabilidade nas reagdes cruzadas [19].
Ibrahim et al. [20] demonstraram que de 379 anticorpos para CD humanos, apenas 14
(4%) apresentavam reacdo cruzada com leucdcitos equinos. No entanto, em detrimento
da dificuldade de caracterizacdo, De Schauer et al. [21], sugeriram um painel de
marcadores de superficie celular para CTMs equina, no qual as células devem expressar
positivamente os marcadores CD29, CD44 e CD90 e serem negativas para o0S

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,
imunocitoquimica, citogenética e microscopia eletronica. Os resultados desse estudo
podem contribuir e auxiliar na caracterizagdo das CTMs equinas, além de maximizar

seu uso terapéutico.

2. Material e Métodos

Animais

Foram utilizados sete equinos mesti¢os, higidos, de ambos os sexos (4 machos e 3
fémeas) e com idade entre 4 e 12 anos. Os animais foram selecionados mediante a
avaliacdo clinica e hematoldgica prévia. O protocolo experimental (n° 76/2009- CEUA)
foi aprovado pelo comité 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 pungdo aspirativa da MO foi realizada no osso esterno conforme a metodologia
descrita por Barreira et al. [22], com modificacdes que incluiram a ndo utilizacdo do
exame ultrassonografico para identifica¢do da esternébra a ser puncionada, a realizagc@o da
pungdo na quinta esternébra, a utilizagio da agulha modelo Komiyashiki®, além da
associacdo de 2 mL de heparina (Hemof01®, Cristalia, BRA) com 2 mL de solugao 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 fracdo mononuclear das amostras da MO foi isolada em gradiente Ficoll- paque
apods a centrifugacdo a 350 g por 30 minutos. Apds a centrifugagado, a fracdo 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
37,5°C em atmosfera imida contendo 95% de ar e 5% CO,. O meio de manutengao foi
trocado a cada 2 ou 3 dias até a confluéncia celular minima de 80%, procedendo-se entao

a tripsinizagdo para caracterizacao e diferenciagao dos subcultivos das CTMs.

Analise na citometria de fluxo para os marcadores de superficie celular

A andlise imunofenotipica das CTMs foi realizada ao final do cultivo primario no
citdmetro 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 secundario goat anti-mouse FITC (Molecular Probes®, USA).

Durante a analise foram contabilizados 10.000 eventos.

Imunicitoquimica 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 enddgena. Apds o
bloqueio, as células foram incubadas por uma hora em solu¢do de leite em p6 a 3% para o

bloqueio de proteinas inespecificas. Em seguida, os anticorpos primdrios 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 4°C. Os anticorpos primdrios foram detectados por
incubagdo no sistema de reagentes Advance (Dako Cytomation®, DNK). A revelacio da
reacdo foi conduzida utilizando a solu¢do de substrato cromogénico DAB (Dako
Cytomation®, DNK) por 5 minutos, seguida de contracoloracdo com Hematoxilina de
Harris (Merck, BRA) por vinte segundos. A avaliacio da reacdo foi realizada em

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

Ensaios para diferenciacio na tri-linhagem

Ap6s confluéncia celular em cultivo primario, as CTMs foram tripsinisadas e
acondicionadas em placas de seis Wells (Sarstedt®, USA). Quarenta e oito horas depois,
o meio de manutencdo foi removido e o meio de diferenciacio osteogénico e
adipogénico STEMPRO® (Invitrogen Gibco®, USA) foram acrescidos ao subcultivos
em triplicatas, de acordo com a recomendagio do fabricante. Ao meio adipogénico foi
realizada a suplementacdo com 5% de soro de coelho, protocolo este que resultou em
melhor diferenciagdo em estudos pilotos realizados previamente em nosso laboratério.
Os meios foram trocados a cada 2 a 3 dias e a confirmacdo da diferenciacdo osteogénica
e adipogénica foi realizada, respectivamente, através da demonstracdo da deposi¢do
matriz de cdlcio utilizando o método de coloracdo histologico Alizarin red a 2%, pH 4,2
e da presenca intracitoplasmatica de goticulas de gordura utilizando o corante Oil red a
0,5% (Sigma-Aldrich Corp, USA).

Para a diferencia¢do condrogénica, as CTMs foram cultivadas em um pellet-3D
em um tubo do tipo Falcon (15 mL) por 21 dias, sendo o meio de diferenciacdo

condrogénico STEMPRO® trocado a cada trés dias. Para confirmar a diferenciacio
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condrogénica, os pellets foram corados com Alcian Blue pH 2,5 e Azul de Toluidina pH
1 para identificagdo de proteoglicanos, além da imunomarcacao para o coldgeno do tipo

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

Microscopia eletronica de transmissao

As células ao final do cultivo priméario foram fixadas em Karnovisk modificado
(pH = 7,4) a 4°C por no minimo 24 horas. Apds a lavagem, no mesmo tampao, o pellet
foi submetido a pds-fixagdo em tetroxido de 6smio a 1% (Koch Instrumentos
Cientificos Ltda, BRA). Posteriormente, iniciou-se a desidratagdo em séries crescentes
de acetona (Merck, BRA) (30, 50, 70, 90 e 100%) durante 5 minutos cada, repetindo-se
a lavagem na concentragcdo 100% por trés vezes. A polimerizacdo foi feita com Araldite
502 (Koch Instrumentos Cientificos 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 Cientificos Ltda, BRA) e examinados ao microscépio eletronico de

transmissdo modelo Philips CM 100.

Analise citogenética

De forma complementar, algumas amostras de 3" e 4* passagem foram submetidas
a andlise do cariétipo usando a técnica de sincronizacdo do ciclo celular pelo método do
metotrexato (MTX) / timidina (Tdi). Para preparacdo das laminas, as células foram
tripsinizadas a 37.0°C, fixadas, coradas com Giemsa a 5% e posteriormente analisadas

em microscopia de luz. Em cada amostra 12 metéfases foram analisadas.
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Analise dos dados
Os dados referentes a andlise imunofenotipica foram expressos de forma

descritiva através de média ( x ) e desvio padrao.

3. RESULTADOS

As células provenientes da fragdo mononuclear da MO apresentaram aderéncia ao
plastico entre 24 e 48 horas e comegaram a adquirir morfologia fibroblastéide com
quatro dias de cultivo. No periodo compreendido entre 15 a 22 dias (Mediana= 22) de
cultivo foi alcangada a confluéncia celular > 80%, sendo a partir deste momento
conduzida a andlise imunofenotipica para os marcadores CD90, CD44 e CD34, além da
caracterizagdo imunocitoquimica, ensaio de diferenciagdo na tri-linhagem, anélise
citogenética e ultraestrutural.

A andlise imunofenotipica revelou a presenca de células com elevada expressao
do marcador CD90 (x = 95,39+5,89%), seguida de menor expressdo para o marcador
CD44 (x= 69,43+22,51%) e auséncia de expressio do marcador CD34, conforme
demonstrado na Figura 1.

O potencial de diferenciacio in vitro das CTMs foi demonstrado pela resposta
positiva a diferenciacdo osteogénica, adipogénica e condrogénica ao décimo, oitavo e
vigésimo primeiro dia de exposi¢do aos meios de diferenciacio, respectivamente.

As CTMs inicialmente com morfologia fibroblastéide adquiriram morfologia
predominantemente poligonal apds a exposicao ao meio de diferenciagdo osteogénica e
depositaram grande quantidade de matriz extracelular rica em célcio comprovada pela
coloragdo positiva com Alizarim red (Figura 2A).

A diferenciagdo adipogénica foi confirmada pela presenca de goticulas de gordura

no citoplasma evidenciadas pela coloragdo positiva com Oil red, conforme demonstrado
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na Figura 2B. J4 a diferenciacdo condrogénica foi confirmada pela deposi¢ao de matriz
hialina rica em proteoglicanos e coldgeno do tipo II (Figura 2C, D e E). Na coloragao
pelo azul de toluidina nota-se a presenca de dreas metacromaticas em résea indicando a
presenca de matriz extracelular contendo proteoglicanos, além da presenga de lacunas
possivelmente contendo condrécitos (Figura 2C). Na coloragdo pelo Alcian blue e na
imunocitoquimica para o coldgeno tipo II observa-se matriz extracelular corada,
respectivamente em azul (Figura 2D) e marrom (Figura 2E).

Os resultados da anélise imunocitoquimica revelaram imunomarcagdo positiva
para os marcadores CD44, vimentina e PCNA (Figura 3A, B e C) bem como auséncia
de marcacgdo para o CD13 (Figura 3D).

A andlise ultraestrutural revelou que as CTMs se apresentaram cobertas por
inimeras protrusdes e microvilosidades (Figura 4A). O nudcleo apresentou formato
irregular e posicdo excéntrica, com somente um nucléolo, contendo uma grande
quantidade de eucromatina e pouca heterocromatina (Figura 4A). No citoplasma foi
observada a presenca de mitocondrias com morfologia predominantemente arredondas,
além do aspecto granular indicando a presenca de intimeros ribossomos e
polirribossomos (Figura 4B, C e D). Além disso, foram observados alguns granulos de
lipideo (Figura 4C), inclusive em estado de metabolizacdo (4B). A caracteristica mais
marcante foi a presenca de um reticulo endoplasmatico rugoso com cisternas bastante
dilatadas preenchidas com um material de baixa eletrondensidade (Figura 4B e D).

A andlise citogenética baseada em 100% das metafases estudadas revelou
cariotipagem normal para espécie equina (2n=64), ndo sendo constatada perda ou

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

E essencial para o aprimoramento da terapia celular, que os processos de
obtenc¢do, manuteng¢ao, caracterizacao e diferenciacdo das CTMs sejam dominados a fim
de aprimorar a aplicacgdo terapéutica destas células na medicina equina. Embora, as
CTMs ja estejam disponiveis para uso na espécie equina e muitos estudos tenham
demonstrado resultados satisfatérios [3, 23-27], algumas questdes praticas relacionadas
aos protocolos de isolamento e caracterizacdo 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 caracteristicas de
aderéncia ao plastico, morfologia fibroblastdide, elevada expressdao do marcador CD90
(>95% positividade), negatividade de expressao ao marcador de células hematopoiéticas
CD34 e responderam positivamente a diferenciacdo osteogénica, adipogénica e
condrogénica. Algumas destas caracteristicas também foram evidenciadas em outros
estudos durante a caracterizacdo de CTMs equinas provenientes do tecido adiposo [25,
29], medula 6ssea [30-32], sangue periférico [33], matriz do corddo umbilical [13],
liquido amnidtico, membrana amnidtica [15], gengiva e ligamento periodontal [16].

A origem mesenquimal das células em cultivo pode também ser confirmada pela
técnica de imunocitoquimica realizada diretamente na placa de cultivo, a qual permitiu a
manutencdo da morfologia fibroblastéide das CTMs. A marcagdo 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 ndo foi expresso, conforme ja relatado por Carvalho et al. [29] e
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Radcliffe et al. [32] para CTMs provenientes, respectivamente, do tecido adiposo e
medula 6ssea. E importante ressaltar que a marcagdo positiva para vimentina e PCNA
revelou reacao cruzada desses anticorpos humanos para espécie equina.

Durante a diferenciacdo osteogénica, as CTMs expostas aos agentes indutores
adquirem morfologia de osteoblastos e passam a expressar fosfatase alcalina e a
depositar matriz extracelular rica em calcio [34], conforme demonstrado em nosso
estudo pela coloragdo positiva ao Alizarin red. Toupadakis et al. [35] compararam o
potencial de diferenciagcao osteogénico das CTMs provenientes da medula dssea, tecido
adiposo, matriz e sangue do corddao umbilical de equinos. Os resultados mediante a
avaliacdo da expressdo génica, atividade de fosfatase alcalina e deposicdo da matriz
extracelular de célcio revelaram que as CTMs da MO diferenciam-se mais rapidamente
e eficientemente para linhagem osteogénica do que as demais fontes estudadas. Esse
excelente potencial osteogénico das CTMs provenientes da MO foi também observado
em nosso estudo, mediante a mudanga da morfologia fibroblastéide das células para
poligonal, além da precoce e abundante deposi¢cao matriz de célcio ja ao décimo dia de
tratamento.

A diferencia¢do adipogénica ocorre quando a monocamada celular é cultivada na
presenca do agente indutor isobutilxantina. Nestas condi¢des ocorre ativacdo do gene
PPARA (peroxisme proliferator activated receptor gama) e a sintese de acidos graxos.
Desta forma, as células cultivadas rapidamente passam a acumular goticulas de lipideos
no citoplasma [34]. Este depdsito também foi evidenciado em nosso estudo pela
coloracdo positiva ao Oil Red ao oitavo dia de tratamento com o meio de diferenciagao.
Outros componentes importantes no meio de diferenciacdo adipogénico, 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 sintese lipideos e o seu
acumulo no citoplasma.

A diferencia¢do condrogénica foi conduzida em ambiente tridimensional através
do cultivo dos pellets em tubos do tipo Falcon, conforme ji relatado por Reed &
Johnson et al. [10], Kasashima et al., [7], Muller et al. [37], Ranera et al. [38]. O
procedimento demonstrou-se factivel e as técnicas histolégicas azul de toluidina, alcian
blue e a imunocitoquimica para coldgeno tipo II foram adequadas para avaliar a
deposicdo de matriz extracelular rica em proteoglicanos e coldgeno.

A andlise ultraestrural ¢ uma ferramenta importante para estudos morfolégicos,
fisiologicos e bioquimicos 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 compativeis com células com alta capacidade
metabdlica e de sintese.

A cariotipagem normal das CTMs cultivadas (2n=64) demonstrou que o protocolo
de isolamento e cultivo utilizado em nosso estudo ndo promoveu alteracoes
cromossOmicas inerentes a perda ou ganho de cromossomo, assegurando assim o0 uso
terapéutico 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 ap0s a criopreservacao.

O protocolo de isolamento, cultivo e caracterizagdo das CTMs equinas utilizado
neste experimento demonstrou adequado para a producdo de uma populacdo celular
com bom potencial de diferenciagdo e auséncia de aneuploidia, a qual poderd ser
utilizada para o estudo de futuras terapias celulares. Os dados obtidos no presente

estudo irdo contribuir ndo somente para o estabelecimento e aperfeicoamento dos
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critérios de caracterizacdo das CTMs, mas também favorecerao o desenvolvimento de

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

Fig.1. Andlise imunofenotipica FACS das células-tronco mesenquimais
provenientes da medula 6ssea 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 diferenciagcdo das células-tronco mesenquimais para as linhagens
osteogénica, adipogénica e condrogénica. (A) Diferenciacdo osteogénica. Note a
deposicdo de cdlcio marcada com Alizarin red (setas brancas) e a mudanga de
morfologia fibroblastéide para poligonal das células apds a diferenciacdo osteogénica
(setas amarelas). (B) Diferenciagdo adipogénica. Note a presenca de goticulas de
gordura intracelular coradas com Oil red. (C, D, E, F) Diferenciacdo condrogénica. (C)
Coloracao com azul de toluidina. Nota-se a presenca de dreas metacromaticas em rdsea
(seta preta) indicando a presenca de matriz extracelular contendo proteoglicanos, além
da presenca de lacunas (seta branca) possivelmente contendo condrécitos. (D)
Coloragio com Alcian blue. Areas coradas em azul demonstrando a deposicdo de
proteoglicanos. (E) Imunocitoquimica para o coldgeno do tipo II. Note marcacdo
positiva para o coldgeno do tipo II (marrom). (F) Controle negativo representado pela

substitui¢do do anticorpo primdrio pela imunoglobulina de coelho. Bar = 50 pm.

Fig.3. Caracterizagdo imunocitoquimica das células-tronco mesenquimais
provenientes da medula dssea de equino para os marcadores CD44, vimentina, PCNA e

CD13. Marcagdo positiva (marrom) para o CD44 (A), vimentina (B) e PCNA (C).
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Marcacao negativa para o CD13 (D) e controle negativo representado pela substitui¢ao
do anticorpo primério pela imunoglobulina de camundongo. Nicleo corado com

hematoxilina. Bar = 50 pm.

Fig.4. Eletromicrografias da ultraestrutura das células-tronco mesenquimais
provenientes da medula 6ssea de equino. (A) A célula exibe um ntcleo eucromético,
palido com localizagdo excéntrica e nucléolo evidente. A membrana celular apresenta
uma superficie irregular devido a presenca de protrusdes citoplasticas. (B) O citoplasma
exibe aparéncia granular devido a abundancia de ribossomos livres e polirribossomo
(setas). Nota-se a presenga de reticulo endoplasmatico rugoso (rer) proeminente com
cisternas dilatadas, mitocondrias (m) alongadas e granulos de lipideo (I) em
metabolizacdo. (C) Nota-se a presenca de numerosas mitocondrias (m) com aspecto
arredondado distribuidas pelo citoplasma. (D) Observa-se a presenca de feixes de
microfilamentos (setas duplas) dispersos no citoplasma. Notar o aspecto extremamente
dilatado do reticulo endoplasmético rugoso (rer). niicleo: n; polirribossomo: r (detalhe).

Aumentos de 9700x (A), 23000x (B) e 31500x (C,D).
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Artigo Cientifico nas normas e a ser submetido ao periédico “Journal of
Equine Veterinary Science”

Potencial de aplicacdo das células-tronco mesenquimais por via intratecal em
equinos: avaliacao clinica, laboratorial e expressao de metaloproteinases de matriz

do tipo 2 e 9.

Leandro Maial*, Fernanda C. Landim—Alvarengaz, Marilda O. Taffarel3, Renata
Marconato Venturinil, Natalia Pereira P. Freitasl, Guilherme Schiess Cardosoz, Gisele
Fabrino Machado®, Guilherme Dias de Melo®, José Carlos de Figueiredo Pantoja’,
Rogério M. Amorim'

RESUMO

Estudos recentes tem demonstrado indmeras propriedades bioldgicas das
células-tronco mesenquimais (CTMs), bem como a sua possibilidade de aplicagdo em
enfermidades complexas ou em lesdes de dificil regeneracdo, 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 autorregeneragdo, a baixa imunogenicidade, os efeitos paracrinos,
anti-inflamatérios, imunomoduladores, antiapoptdticos e neuroprotetores das CTMs.
Nesse contexto, a proposta do presente estudo foi avaliar por pardmetros clinicos,
laboratoriais e expressao de metaloproteinases de matriz (MMPs), a viabilidade e a
seguranca de aplicacdo intratecal da CTMs através do espaco atlanto-occipital de
equinos para uso futuro no tratamento de enfermidades neuroldgicas. Para isso, foram
utilizados dez equinos mesti¢os higidos, 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

! Departamento de Clinica Veterindria, Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia (FMVZ),
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caracterizadas pela positiva expressdo dos marcadores CD90 e CD44, além da
diferenciagdo in vitro nas linhagens osteogé€nica, adipog€nica e condrogénica. Na
andlise das varidveis hematoldgicas e liquéricas estudadas nos periodos pré e pos-
implante ndo foram observadas diferencas (P>0,05) entre o GT e GC. Durante a
avaliacao neuroldgica realizada diariamente por trinta dias apds os implantes, também
nio foram observadas alteracdes na integridade encefdlica e na medula espinhal dos
animais do GC e CT. Adicionalmente, na andlise das MMPs dos tipos 2 e 9 no LCR,
somente foi observada a presengca da pr6-MMP-2 (latente) sem diferencas (P>0,05)
entre os grupos estudados. Os resultados demonstrados no presente suportam a hipotese
de seguranca e viabilidade de aplicagdo das CTMs autblogas pelo espago atlanto-
occipital, apontando assim esta via de administracio como promissora para utilizacao
da terapia celular para o tratamento de enfermidades neuroldgicas em equinos e
possivelmente em outras espécies.

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

1. INTRODUCAO

Estudos recentes tem demonstrado inimeras propriedades bioldgicas das células-
tronco mesenquimais (CTMs), bem como a sua possibilidade de aplicacio em
enfermidades complexas ou em lesdes de dificil regeneragdo, 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 autorregeneragdo, a baixa imunogenicidade, os efeitos paracrinos,
anti-inflamatoérios, imunomoduladores, antiapoptéticos e neuroprotetores das CTMs.

Durante os danos isquémicos ou lesdes teciduais graves, as CTMs podem ser
atraidas para o sitio da lesdo, onde secretam fatores bioativos que influenciam o
processo de reparacdo e regeneracdo tecidual [1]. De acordo com Baraniak et al. [2], as
células-tronco (CT) e progenitoras sdo capazes de produzir e secretar um grande nimero
de fatores incluindo os de crescimento, os angiogénicos, os antifibréticos, os anti-
inflamatérios, os imunossupresivos, os responsiveis pela homeostase da matriz
extracelular (coldgeno, TIMPs e MMPs), além de moléculas antioxidantes e
antiapoptoéticas que irdo desempenhar importantes fun¢des no processo de regeneracao.
Além da producgdo 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 pro-apoptoticos e moléculas inflamatorias [2]. Todas essas propriedades sdao
grandes atrativos para o uso da terapia celular em intimeras enfermidades que acometem
os animais e humanos.

A realizacdo de estudos clinicos se faz necessdria para transferéncia de resultados
pré-clinicos a partir de experimentos com modelos animais para os seres humanos. A
janela terapéutica, estratégia de implantacdo, melhor método de administracdao, nimero
de células e os possiveis efeitos secundérios devem ser testados finalmente em humanos
em testes clinicos [1]. A espécie equina, de forma semelhante aos humanos, ¢ muito
afetada por enfermidades osteomusculares (ex: osteoartites, tendinites), neuroldgicas
(neuropatias e mielopatias) e reprodutivas (endometrites), sendo esse aspecto
importante na utilizacdo da espécie equina como modelo experimental para terapia
celular com CTMs.

Em equinos, as CTMs provenientes da medula 6ssea (MO) e do tecido adiposo
s@o consideradas os dois tipos mais comuns de CT utilizadas na abordagem terapéutica
para regeneracdo de tecidos, sendo ambas facilmente obtidas para isolamento e
expansdo [3]. Os estudos envolvendo terapia celular com CTMs em equinos estdo
focados principalmente para o tratamento de lesdes tendineas e osteoarticulares [4, 5, 6,
7, 8, 9], havendo poucos relatos da sua utilizagdo em outros tecidos, tais como o sistema
nervoso [10]. Desta forma, as vias de aplicacdo mais utilizadas até entdo para uso
clinico em equino sdo as intralesionais e intra-articulares, carecendo assim na medicina
equina de estudos pré-clinicos que avaliem a seguranca de administragdo das CTMs em
outras vias, tais como a intratecal por via liquérica no espagco subaracndide. A
comprovacao da hipétese de que a via intratecal através do liquor € segura na espécie
equina, ndo somente possibilitard a utilizacdo da terapia celular nos processos
neurodegenerativos e inflamatdrios, tal como a meningoencefalite protozodria equina,
mas também fornecerd informacdes validas para o uso das CTMs em vdrias
enfermidades neuroldgicas que acometem as espécies domésticas. Nesse contexto, a
proposta do presente estudo foi avaliar por parametros clinicos e laboratoriais a
viabilidade e seguranca de aplicacdo intratecal da CTMs através do espaco atlanto-

occipital de equinos para uso futuro no tratamento de enfermidades neuroldgicas.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Animais

Foram utilizados dez equinos mesticos, higidos, de ambos os sexos (5 machos e 5
fémeas) e com idade entre 4 e 12 anos. Os animais foram selecionados mediante a
avaliacdo clinica, neuroldgica e hematoldgica prévia.

O protocolo experimental (n° 76/2009- CEUA) foi aprovado pelo comité 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 solug¢do fosfato
tamponado (PBS) (GC; n=5). Inicialmente foi feita a pun¢ado aspirativa da medula 6ssea
para isolamento, expansdo e caracterizacdo das CTMs. Ap0s prévia caracterizacdo das
CTMs, as células foram administradas no GT pela via intratecal utilizando-se o espago
atlanto-occiptal. Nesse mesmo periodo os animais GC receberam o mesmo volume de
PBS pela mesma via.

O monitoramento da seguranca de aplicacdo das CTMs foi conduzido através de
exames clinicos e neuroldgicos didrios durante o periodo de trinta dias, bem como a
analise hematolégica, do liquido cefalorraquidiano (LCR) e expressdo das
metaloproteinases do tipo 2 € 9 nas formas latente e ativadas no LCR. As principais

etapas do experimento estdo representadas na Figura 1.

2.3. Colheita da medula dssea

A puncdo aspirativa da MO foi realizada conforme a metodologia descrita por
Barreira et al. [12], com modificagdes que incluiram a nd@o utilizacdo do exame
ultrassonografico para identificacdo da esternébra a ser puncionada, a realizagdo da
puncdo na quinta esternébra, a utilizacdo da agulha modelo Komiyashiki®, além da

associag¢do de 2 mL de heparina (Hemof01®, Cristalia, BRA) com 2 mL de solugao 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 fragdo 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
37,5°C em atmosfera imida contendo 95% de ar e 5% CO,. O meio de manuten¢ao foi
trocado a cada 2 ou 3 dias até a confluéncia celular minima de 80%, onde se procedeu a

tripsinizag@o para caracterizagao e tratamento.
2.5. Andlise na citometria de fluxo para os marcadores de superficie celular

A andlise imunofenotipica das CTMs foi realizada ao final do cultivo priméario no
citdmetro 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 secunddrio goat anti-mouse FITC (Molecular Probes®, USA).

Durante a analise foram contabilizados 10.000 eventos.
2.6. Ensaios para diferenciacdo osteogénica, adipogénica, condrogénica

Ap6s confluéncia celular em cultivo primdrio, as CTMs foram tripsinisadas e
acondicionadas em placas de seis Wells (Sarstedt®, USA). Quarenta e oito horas depois,
o meio de manutencdo foi removido e o meio de diferenciacio osteogénico e
adipogénico STEMPRO® (Invitrogen Gibco®, USA) foram acrescidos ao subcultivos
em triplicatas, de acordo com a recomendacio do fabricante. Ao meio adipogénico foi
realizada a suplementac¢do com 5% de soro de coelho. Os meios foram trocados a cada 2
a 3 dias e, a confirmagdo da diferenciagdo osteogénica e adipogénica foi realizada,
respectivamente, através da demonstracdo da deposi¢do matriz de célcio utilizando o

método de coloragdao histolégico Alizarin red a 2%, pH 4,2 e da presenca
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intracitoplasmatica de goticulas de gordura utilizando o corante Oil red a 0,5% (Sigma-
Aldrich Corp, USA).

Para a diferenciacdo condrogénica, as CTMs foram cultivadas em um pellet-3D
em um tubo do tipo Falcon (15 mL) por 21 dias, sendo o meio de diferenciacao
condrogénico STEMPRO® trocado a cada trés dias. Para confirmar a diferenciagdo
condrogénica, os pellets foram corados com Alcian Blue pH 2,5 e Azul de Toluidina pH

1 para identificacdo de proteoglicanos.

2.7. Colheita de sangue e andlise hematologica

As amostras de sangue para realizagdo dos exames hematolégicos no GT e GC
foram colhidas imediatamente antes dos tratamentos (D1) e posteriormente no dia seis
(D6) ap6s a aplicacdo intratecal.

Ap6s antissepsia, foram obtidas amostras de 4 mL de sangue por puncgdo da veia
jugular externa, em tubos a vicuo com anticoagulante (BD Vacutainer®, USA). Os tubos
com EDTA foram utilizados para determinacdo dos valores de hematdcrito, proteina
plasmatica total, plaquetas, fibrinogénio, leucdcitos totais e contagem diferencial. A
contagem dos leucdcitos totais e de plaquetas foi realizada em aparelho de contagem de

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

2.8. Colheita e andlise do liquido cefalorraquidiano (LCR)

A colheita do LCR foi realizada no espago atlantoccipital antes dos tratamentos
(D1) e posteriormente no D6. O procedimento foi conduzido com os animais
posicionados em decubito lateral sob anestesia inalatéria com isofluorano (Isoforine,
Cristélia®, BRA), de acordo com a técnica descrita por Mayhew [13].

No exame fisico do LCR as varidveis avaliadas foram o aspecto, a cor e a
coagulacdo, além da densidade pela refratometria e o pH pela fita reagente. Na andlise
citologica, o numero total de células foi mensurado em camara de Neubauer, com o
LCR n@o diluido e a contagem diferencial apds citocentrifugacdo (Revan centrifuga
2000 D).

No exame bioquimico, a concentracdo de proteinas e glicose liqudrica foi
determinada utilizando-se kits comerciais (Kit Micropote, Doles®, BRA e Kit glicose,

Katal®, BRA, respectivamente) de acordo com as recomedagdes dos fabricantes.
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A analise da possivel presenca de globulinas liqudricas foi determinada pelo teste
de Pandy através da mistura e homogeinizacio 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 ap0s as colheitas, amostras de LCR de todos os animais do GT e
GC foram também criopreservadas para posterior avaliagdo das MMP-2 e MMP-9 pela

técnica de Zimografia.

2.9. Tratamentos

Previamente aos tratamentos, as CTMs foram tripsinisadas e “lavadas”™ trés vezes
a 250 g em meio DMEM filtrado a fim de remover qualquer residuo de soro fetal
bovino que pudesse incitar respostas alérgicas e/ou imunoldgicas nos animais do grupo
tratado (GT; N=5). Apds esse procedimento, o pellet de CTMs foi suspenso em 2 mL
de PBS para imediato tratamento. O GT recebeu aproximadamente 1 x 10° CTMs
vidveis suspensas em 2 mL de PBS por via intratecal através do espago atlanto-ociptal
mediante anestesia e antissepsia prévia. O nimero de células vidveis foi determinado
pelo método de coloragdo 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. Avaliagdo clinica

Apo6s o tratamento do GC e GT, foi realizado exame fisico didrio por trinta dias,
sendo avaliado o comportamento, a condi¢ao corporal, a postura, o grau de hidratacdo, a
coloracdo de mucosa, o tempo de enchimento capilar, a frequéncia cardiaca, a frequéncia
respiratdria, a temperatura corporal e 0s movimentos intestinais.

A avaliacdo da integridade encefélica (estado mental, comportamento, posi¢ao da
cabeca e avaliacdo dos pares de nervos cranianos) e da medula espinhal foi realizada
segunda a descri¢do de Malikides et al. [14] e Mayhew [15].

Durante os exames neurolégicos do GT e GC, para avaliagdo da locomocao, foi
utilizado o sistema de classificacdo de ataxia e paresia descrito por Mayhew et al. [16],
conforme abaixo:

Grau 0 (normal) - Déficit neurol6gico nao detectado.
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Grau 1 - Déficit neuroldgico detectado apenas pelo andar ou postura.

Grau 2 - Déficit neurologico facilmente detectado e exacerbado durante as provas
de afastar, andar em circulos, deslocamento lateral, aplicagdao de for¢a a regido lombar e
pela extensao do pescogo.

Grau 3 - Os déficits neuroldgicos sdo bastante evidentes durante o andar, com
tendéncia de quedas ou tropecos durante as provas de afastar, andar em circulos,
deslocamento lateral, aplicagc@o de for¢a a regido lombar e pela extensao do pescogo.

Grau 4 - Déficit neuroldgico severo com tropecos e quedas espontaneas durante o
andar

Grau 5- Tetraplegia.

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

A andlise zimografica 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. Andlise dos dados

Os dados referentes a andlise imunofenotipica foram expressos de forma
descritiva através da média ( x ) e desvio padrdo. Para comparagado entre o GT e GC para
as variaveis hematoldgicas e liquéricas em cada momento estudado (pré e pos-implante)
foram utilizados o teste da soma de pontos de Wilcoxon (Wilcoxon rank-sum test). Para
comparagdo das varidveis liquéricas e hematoldgicas entre os momentos estudados foi
utilizado o teste de postos de sinais de Wilcoxon (Wilcoxon signed rank test) para
amostras pareadas. Todas as andlises foram conduzidas utilizando o programa

estatistico SAS versdo 9.2 (SAS Institute, 2009) a 5 % de probabilidade.
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3. RESULTADOS

3.1. Colheita aspirativa de medula ossea

A técnica foi realizada de forma segura e factivel e o volume de MO aspirado foi
adequado para o isolamento e cultivo das CTMs. Nenhuma complicagao foi observada

apds a pungao esternal.

3.2. Cultivo, caracterizacdo e ensaio de diferenciacdo das CTMs

As células provenientes da fracdo mononuclear da MO apresentaram aderéncia ao
plastico entre 24 e 48 horas e morfologia fibroblastéide inicialmente com quatro dias de
cultivo. A confluéncia (> 80%) e homogeneidade da cultura foram obtidas apds a
segunda semana de cultivo celular.

A andlise imunofenotipica revelou elevada expressdo do marcador CD90
(x=974+3%), seguida por menor expressdo para o marcador CD44 (x=71+24%) e
auséncia de expressao para o marcador CD34.

O potencial de diferenciacdo in vitro das CTMs foi demonstrado pela resposta
positiva a diferenciacdo osteogénica, adipogénica e condrogénica ao décimo, oitavo e
vigésimo primeiro dia de exposi¢do ao meios de diferenciacdo, respectivamente.

As CTMs inicialmente com morfologia fibroblastéide adquiriram morfologia
predominantemente poligonal apds a exposi¢cdo ao meio osteogénico e depositaram
grande quantidade de matriz extracelular rica em célcio comprovada pela coloragdo
positiva com Alizarim red (Figura 2a).

A diferencia¢do adipogénica foi confirmada pela deposi¢cdo de goticulas de
gordura no citoplasma em resposta a coloracdo positiva ao Oil red, conforme
demonstrado na Figura 2b. J4& a diferenciacio condrogénica foi confirmada pela
deposicao de matriz hialina rica em proteoglicanos demonstrada pela coloragdo 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 apds a realizacdo dos procedimentos nos grupos
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estudados. Nenhum animal apresentou alteracdes clinicas e reagdes alérgicas que

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

3.4. Avaliacdo clinica e neurolégica

Durante os exames conduzidos nos periodos pré e pds-implantes nido foram
constatadas alteragdes clinicas e neuroldgicas nos GT e GC. Todos os animais
apresentaram padrdo de locomog¢do normal (grau 0), ndo sendo detectado déficit
neurolégico segundo a classificacdo descrita por Mayhew et al. [16]. Também nao
foram evidenciadas alteragdes na integridade encefélica (estado mental, comportamento,
posicdo da cabeca e avaliacio dos pares de nervos cranianos) durante as provas

neuroldgicas realizadas nos dois grupos.

3.5. Avaliacdo hematologica

A mediana das varidveis hematoldgicas (hematdcrito, proteina total, plaquetas,
fibrinogénio, leucdcitos totais, segmentados, linfécitos, baséfilos e mondcitos) avaliadas
no pré (D1) e p6s implante (D6) estdo apresentadas na Tabela 1. Observa-se que nao

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

3.6. Avaliagcdo do LCR

O LCR em ambos os grupos nos momentos pré e pds-implantes estava limpido,
incolor e ndo coagulado.

Diferencas (p>0,05) ndo foram observadas entre o GC e GT no pré (D1) e pds
implante (D6) das CTMs em relagdo as varidveis liquéricas (densidade, pH, hem4cias,
células nucleadas, globulinas, proteinas, glicose, e pr6-MMP2) estudadas, conforme
demonstrado na Tabela 2. Também ndo foram observadas alteracdes (p>0,05) nas

variaveis liquéricas em fung¢do do tempo nos momentos pré e pos implante.

3.7. Expressdo de metaloproteinases tipo 2 e 9 no LCR

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

latente (ndo ativada) sem diferencas (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. DISCUSSAO

No presente estudo, a seguranca de aplicacdo das CTMs através do LCR foi
significativamente demonstrada pelos resultados observados nas andlises laboratoriais,
bem como pela auséncia de alteragdes clinicas nos grupos estudados. O achado mais
interessante de nosso estudo foi a auséncia de expressio das MMP2 e MMP9,

particularmente em suas formas ativadas apds o implante das CTMs.

4.1. Colheita aspirativa de medula ossea

A técnica e o sitio utilizado para colheita da MO nesse estudo mostrou-se
apropriado e seguro, fato esse confirmado pela nido ocorréncia de complicacdes e
adequada producdo de CTMs a partir do volume aspirado. De acordo com Kasashima et
al. [19], o sitio anatdmico mais seguro e factivel para pungdo aspirativa da MO ¢é
realmente a quinta esternébra, pela sua localizagcdo cranial ao 4pice do coragdo e pela
adequada espessura dorsoventral. Por outro lado, esse autores ndo descartam a
possibilidade de aspiracio da MO na quarta e na sexta esternébra, mesmo com
inconveniente da primeira estar localizada entre os membro toricicos e a ultima

préoximo ao coragao.

4.2. Caracterizagdo e ensaio de diferenciacdo 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 caracteristicas de aderéncia ao plastico,
morfologia fibroblastdide, elevada expressao do marcador CD90 (>95% positividade),
negatividade de expressio ao marcador de células hematopoiéticas CD34 e
responderam positivamente a diferenciacdo osteogénica, adipogénica e condrogénica.

Adicionalmente, também se observou a expressdao do marcador CD44 (receptor de acido
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hialurdnico), uma glicoproteina de superficie celular importante na interacdo e adesao
celular das CTMs.

Algumas destas caracteristicas observadas por nosso grupo também foram
relatadas em outros estudos durante a caracterizagdo de CTMs equinas provenientes do
tecido adiposo [8, 21], medula 6ssea [22, 23, 24], sangue periférico [25], matriz do
corddo umbilical [26], liquido amnidtico, membrana amnidtica [27], gengiva e

ligamento periodontal [28].

4.3. Implantes nos GT e GC

A preocupacdo com a seguranca de aplicagao das CTMs pela via intratecal através
do espago atlanto-occiptal dos equinos do GT foi iniciada com a selecdao do veiculo a
ser utilizado para os implantes e o0 modo de preparo das células. Desta forma, as CTMs
foram “lavadas” trés vezes a fim de se remover qualquer residuo de soro fetal bovino
(SFB) que pudesse incitar respostas alérgicas e/ou imunoldgicas nos animais. Esta
medida demonstrou-se aparentemente adequada, uma vez que oS animais nao
apresentaram alteracdes pds-implante. A preocupacdo a respeito da utilizacdo ou nao do
SFB na composi¢do do meio de cultura é uma realidade principalmente em humanos,
haja vista que além da possibilidade de rea¢Ges imunes, pode ocorrer a veiculacdo de
prions, virus e agentes zoondticos [29, 30]. De acordo com Dimarakis e Levicar [29], o
soro contém uma variedade de proteinas que podem se ligar as células em cultura
funcionando assim, como substrato para ocorréncia de reagdes imunoldgicas apds
transplantes. Devido a controvérsia em relagcao a utilizacdo do SFB, Toupadaskis et al.
[31] estudaram em CTMs equina a possibilidade de substituicdo do SFB pelo soro
autélogo (SA) e evidenciaram que a taxa de proliferagdo celular com o SFB foi superior
(P<0,05) ao do SA. Desta forma, os autores sugerem que a substituicao unicamente pelo
SA pode ndo ser uma alternativa vidvel para expansdo celular nas condic¢Oes
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 expansdao com SFB e posteriormente com AS para reduzir o potencial
imunogénico [31].

O veiculo PBS utilizado para o implante em ambos os grupos demonstrou-se

adequado e seguro, fato esse demonstrado pela auséncia de complicagoes,
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particularmente no GC. Este mesmo veiculo ja foi utilizado em estudos controlados
envolvendo, por exemplo, tendinopatias induzidas em equinos, com adequado
desenvolvimento experimental [7].

A concentracio de CTMs implantadas nesse ensaio pré clinico foi similar a
utilizada por Lim et al. [32] através da via lombar de ratos submetidos ao modelo de
acidente vascular cerebral por oclusdo da artéria cerebral média. No estudo conduzido
por esses autores as doses de 10° e 10° de CTMs derivadas do sangue do corddo
umbilical humano aplicadas intratecalmente demonstraram efeitos significativos na
recuperagdo dos danos isquémicos. Os achados do nosso estudo e destes autores
suportam a hipotese de seguranca de aplicagdo de CTMs pela via liqudrica, além de
projetarem grande perspectivas para o uso da terapia celular no tratamento de

enfermidades neuroldgicas em outras espécies, incluindo os equinos.

4.4. Avaliagdo clinica e neurologica

A auséncia de alteragOes clinicas e neuroldgicas observadas apds os implantes nos
GT e GC nas condicdes deste estudo demonstram que os procedimentos realizados ndo
cursam com mudancas a principio que possam alterar o ambiente neural e que
inviabilizem o uso dessa nova via de aplicacdo de CTMs em equinos. Em animais de
laboratério e humanos a via liquérica tem sido utilizada para o implante de células
mononucleares e CTMs alogénicas sem a evidéncia de sérios efeitos adversos [32,33].

Em um estudo conduzido com 114 humanos acometidos por condi¢des
degenerativas (ex: paraplegia, ataxia, esclerose multipla), Yang et al. [33] realizaram
um total de 592 aplica¢des de células mononucleares alogénicas provenientes do sangue
do corddo umbilical pela via intratecal e intravenosa concomitantemente sem a
observacdo de sérios efeitos adversos. Nesse estudo, o efeito colateral mais frequente
(19/592- 3,2%) foi a dor de cabeca, a qual foi atribuida a hipotensdo postural, uma
conhecida complicagdo de puncdes lombares que se resolvem espontaneamente sem a

necessidade de intervencoes drasticas.

4.5. Avaliagdo hematologica e do LCR

O LCR desempenha quatro grandes fun¢des no SNC, que incluem o suporte fisico

da estrutura neural, a excrecdo, o transporte intracerebral e o controle do ambiente
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quimico do SNC [34]. Dentre essas caracteristicas, a que nos motivou para realizagao
deste estudo foi a possibilidade de transporte das CTMs associado ao seu potencial
migratorio para eventuais sitios de lesoes.

Os implantes realizados em nosso estudo ndo ocasionaram diferencas (p>0,05)
entre 0 GT e GC com relacdo as variaveis liquoricas estudadas, estando os valores de
densidade [35], hemdcias, células nucleadas, proteinas e glicose [36] pré e pos implante
dentro da faixas de normalidade para espécie equina. Os valores de pH evidenciados
com o uso da fita reagente pré é pos implante também foram considerados normais de
acordo com o laboratério onde a anélise foi conduzida.

Os valores de mediana da pr6-MMP2 no LCR dos equinos do GC e GT pré e pos
implante foram similares ao valor médio (43,12 +13,90) evidenciado por Melo et al.
[17] em cades saudaveis utilizados como grupo controle em um estudo conduzido
recentemente com o objetivo de avaliar a expressdo das MMP2 e MMP9 no LCR e soro
de cdes com sintomas neuroldgicos e leischimaniose visceral. Os nossos resultados ndo
foram confrontados com outros estudos conduzidos na espécie equina pela dificuldade
de encontrar na literatura informagdes sobre a deteccdo de MMPs no LCR desta
espécie. Desta forma, os valores observados particularmente no pré implante para pro-
MMP2, servirdo de referéncia para novos estudos.

Da mesma forma, as varidveis hematolégicas também ndo sofreram mudancas
(P>0,05) entre os grupos e momentos estudados, demonstrando assim ndao haver

influéncia dos tratamentos em relacio a essas variaveis.

4.6. Expressdo de metaloproteinases tipo 2 e 9 no LCR

Metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo uma familia de endopeptidases zinco e
calcio dependentes responsdveis pela degradagdo e remodelacdo da matriz extracelular,
incluindo o coldgeno, a elastina, a gelatina, glicoproteinas e proteoglicanos [37]. Uma
caracteristica importante das MMPs € a laténcia. Essas proteases sdo secretadas em uma
pro-forma (inativa/latente) requerendo para ativagdo uma variedade de mecanismos,
antes de desenvolverem suas fun¢des [38]. No presente estudo somente foi identificada
a atividade da pr6-MMP-2 (gelatinase A) no LCR, sem diferengas (P>0,05) entre os
grupos € 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 ja foi evidenciada nos processos astrociticos do cérebro normal,
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particularmente nos vasos adjacentes, nas células ependimais e da pia. A presenga de
MMP-2 contida nos processos astrociticos proximo ao fluido que controla a superficie
do cérebro sugere a func¢io desta metaloenzima no balanco do fluido normal do cérebro
ou na regulacdo da barreira hematoencefdlica. Bergman et al. [39], estudando 23 caes
clinicamente saudaveis encontraram também no LCR resultados semelhantes ao de
nosso estudo, onde somente fora observada a presenca da pr6-MMP-2 e auséncia da
MMP-9.

A ndo evidéncia da MMP-9 (gelatinase B) latente ou ativada, principalmente no
grupo tratado com CTMs, auxilia a hipotese de que a via de aplicagdo testada pelo
nosso grupo € realmente segura, haja vista que de acordo com Rosemberg [38] a MMP-
9 é marcadamente desregulada nas condi¢des inflamatdrias de muitas enfermidades. A
elevada expressaio da MMP-9 tem sido observada no LCR de pacientes humanos e
animais acometidos por enfermidades neurolgicas que envolvem intensa
neuroinflamacdo, como leishmaniose visceral [17], acidente traumatico cerebral [40],

meningites [41, 42] e esclerose multipla [43].

5. CONCLUSAO

O implante intratecal das CTMs autélogas provenientes da MO ndo provoca
alteracdes no exame neuroldgico, em varidveis hematoldgicas, liqudricas e na expressao
das MMPs. Portanto a via intratecal, através do espago atlanto-occipital, é segura para o
implante das CTMs, sob o ponto de vista clinico, ocorréncia de rea¢des inflamatérias,
alérgicas e imunes, sendo uma alternativa vidvel para terapia celular das encefalopatias

e mielopatias que acometem os equinos.
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Legendas das Tabelas

Tabela 1. Mediana das varidveis hematoldgicas (hematdcrito, proteina plasmatica total,
plaquetas, fibrinogénio, leucdcitos totais, segmentados, linfdcitos, eosinéfilos, basofilos,
mondcitos) obtidas antes e apds os tratamentos nos equinos dos grupos tratados (GT) e

controle (GC).

Tabela 2. Mediana das varidveis liqudricas (densidade, pH, hemdcias, células
nucleadas, globulinas, proteinas, glicose, e pr6-MMP2) obtidas antes e apds 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 6ssea, cultivo e caracterizacdo 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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liquor (CL1) e finalmente o tratamento dos grupos estudados. No dia 6 (D6), pos-
tratamento, foi realizada a colheita de novas amostras de sangue periférico (CS2) e
liquor (CL2) dos animais estudados. Durante trinta dias todos os animais foram

monitorados mediante exame fisico e neuroldgico.

Fig. 2. Ensaio de diferenciagdo das células-tronco mesenquimais para as linhagens
osteogénica, adipogénica e condrogénica. (A) Diferenciacdo osteogénica. Note a
deposicdo de cdlcio marcada com Alizarin red. (B) Diferencia¢dao adipogénica. Note a
presenca intracelular de goticulas de gordura coradas com Oil red. (C, D) Diferencia¢do
condrogénica. (C) Coloragdo com azul de toluidina. Nota-se a presenca de dareas
metacrométicas em rdsea (seta vermelha) indicando a presenca de matriz extracelular
contendo proteoglicanos. (D) Coloragdo com Alcian blue. Nota-se a presenca de dreas
em azul indicando a presenca de matriz extracelular contendo proteoglicanos além da

presenca de lacunas (seta vermelha) possivelmente contendo condrécitos. Bar = 50um.

Fig.3. Zimograma representativo do LCR dos equinos dos grupos tratado e controle
ap0s os implantes. Note a presenca apenas das bandas gelatinolitica para a pro-
MMP2 (latente), ndo sendo observada a atividade da MMP2 na forma ativa e da
MMP9. Bandas gelatinoliticas Grupo tratado: 10, 14, 16, 17, 19; Grupo controle: 11,
12, 13, 15, 18; PM: banda controle.
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Tabela 1.
Antes do implante Apos o implante
Variaveis Grupos Grupos
GC GT GC GT

Hematdcrito (%) Mediana 36a 33a 29a 32a
Proteina (mg/dL) Mediana 7,2a 7,6a 7,0a 7,6a
Plaquetas (plt/uL™) Mediana 182000a 151000a 193000a 176000a
Fibrinogénio (mg/dL) | Mediana 200a 200a 400a 400a
Leucdcitos Mediana 7300a 11000a 7300a 8700a
(células uL™?)
Segmentados Mediana 3790a 4290a 4200a 5307a
(células uL™?)
Linfécitos Mediana 2714a 4712a 2709a 3132a
(células uL™?)
Eosindfilos Mediana 448a 284a 248a 174a
(células uL™)
Basofilos Mediana Oa 0a 126a 315a
(células uL™)
Mondcitos Mediana 192a 426a 248a 312a
(células uL™)

Medianas seguidas de letras mindsculas iguais na mesma linha, ndo se diferem (P>0,05) pelo teste

de Wilcoxon.



60

Tabela 2.
Antes do implante Apos o implante

Varidveis Grupos Grupos

GC GT GC GT

Densidade Mediana 1006a 1006a 1006a 1006a

pH Mediana 8,5a 8,5a 8,5a 8,5a

Hemdcias Mediana Oa 1la 3a 1la

(células pLY)
Cél. nucleadas Mediana Oa Oa 43 Oa
(células pLY)

Globulinas Mediana Oa Oa Oa Oa
Proteina (mg dL™) | Mediana 34a 46,1a 42,5a 58,2a
Glicose (mg dL™) | Mediana 54a 57a 57a 55a
pro-MMP2 (U.A) | Mediana 34,43a 31,86a 42,8a 28,69a

Medianas seguidas de letras minusculas iguais na mesma linha, ndo se diferem (P>0,05) pelo teste de

Wilcoxon. U.A: unidades arbitrarias.
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Potencial de transdiferenciacido neural das células-tronco
mesenquimais da medula 6ssea de equino!l

Leandro Maia?®, Fernanda C. Landim-Alvarenga3, Marjorie de Assis Golim#, Mateus José
Sudano3, Marilda O. Taffarel5, Bruna De Vita3, Natalia Pereira P. Freitas2 e Rogério M.
Amorim?

ABSTRACT.- Maia L., Landim-Alvarenga F.C.,, Golim M.A., Sudano M.]., Taffarel M.O., De
Vita B., Freitas N.P.P. & Amorim R.M. 2012. [Potential of neural transdifferentiation of
mesenchymal stem cells from equine bone marrow.]| Potencial de transdiferenciacao
neural das células-tronco mesenquimais da medula éssea de equino. Pesquisa Veterindria
Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Clinica Veterindria, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Distrito de Rubido Junior s/n,
Botucatu, SP 18618-970, Brazil. E-mail: leandromvet@hotmail.com

The first studies showing the potential of neural transdifferentiation of
mesenchymal stem cells (MSCs) from bone marrow (BM) were conducted in camundogos
and humans in the early 2000s. After this period, the number of research and publications
with the same purpose increased, but with rare or scarce studies in horses. The aim of this
study was to evaluate in vitro neuronal transdifferentiation potential of MSCs from equine
BM using two protocols: P1 (forksolin and retinoic acid) and P2 (2-Bmercarptoethanol).
After confirming the mesenchymal lineages, by positivity for the marker CD90 (=97.94%),
negative for the marker CD34 and positive response for osteogenic differentiation, MSCs
were subjected to neural transdifferentiation (P1 and P2) for morphological analysis and
expression of neural markers GFAP and {3 tubulin by flow cytometry. The results
revealed morphological changes in varying degrees between the tested protocols. In
protocol 1, twenty four hours after incubation with the media of neural differentiation, a
large proportion of cells (> 80%) had similar morphology to neural cells, characterized by
retraction of cellular body and a large number of cytoplasmic extension (filopodia).
However, comparatively, within the first 30 minutes after exposure to the antioxidant (-
mercaptoethanol (P2) MSCs showed rapid morphological changes characterized mainly by
retraction of cellular body and less cytoplasmic extension. It was also evidenced with the
use of this protocol, lower cellular adhesion after exposure to media when compared to
P1. Regarding the immunophenotyping analysis it was observed a higher (P<0.001)
expression of the markers GFAP and (33 tubulin at the end of P2 compared to P1. The
ability of MSCs to generate cell types related to neural lineage is complex and
multifactorial, depending not only of inducing agents, but also the environment in which
these cells will be cultivated. Thus a greater number of studies are necessary to better
understand the process of neural transdifferentiation of MSCs from equine.

INDEX TERMS: Horse, neural differentiation, adult stem cells, neural markers.
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RESUMO.- Os primeiros estudos demonstrando o potencial de trandiferenciacdo neural
das células- tronco mesenquimais (CTMs) provenientes da medula 6ssea (MO) foram
conduzidos em camundogos e humanos no inicio da década de 2000. Apos esse periodo, o
nimero de pesquisas e publicagdes com o mesmo propdsito tem aumentado, mas com
raros ou escassos estudos na espécie equina. Nesse sentindo, o objetivo desse trabalho foi
avaliar o potencial in vitro da transdiferenciagcdo neural das CTMs provenientes da MO de
equinos utilizando-se dois protocolos: P1 (forksolin e &cido retindico) e P2 (2-
Bmercarptoetanol). Apods a confirmagdo das linhagens mesenquimais, pela positividade
para o marcador CD90 (X= 97,94%), negatividade para o marcador CD34 e resposta
positiva a diferenciacdo osteogénica, as CTMs foram submetidas a transdiferenciacio
neural (P1 e P2) para avaliacdo morfoldgica e expressdo dos marcadores neurais GFAP e
B3 tubulina por citometria de fluxo. Os resultados revelaram mudancas morfoldgicas em
graus variados entre os protocolos testados. No protocolo 1, vinte quatro horas apds a
incubacdo com o meio de diferenciacdo neural, grande propor¢do de células (>80%)
apresentaram morfologia semelhante a células neurais, caracterizadas por retracdo do
corpo celular e grande numero de projecdes protoplasmaticas (filopodia). Por outro lado,
de forma comparativa, ja nos primeiros 30 minutos ap6s a exposicdo ao antioxidante f3-
mercaptoetanol (P2) as CTMs apresentaram rapida mudanga morfoldgica caracterizada
principalmente por retracdo do corpo celular e menor numero de projecdes
protoplasmaticas. Também ficou evidenciado com o uso deste protocolo, menor aderéncia
das células apds tempo de exposicdo ao meio de diferenciacdo, quando comparado ao P1.
Com relagdo a analise imunofenotipica foi observado uma maior (P<0,001) expressao dos
marcadores GFAP e 33 tubulina ao término do P2 quando comparado ao P1. A habilidade
das CTMs em gerar tipos celulares relacionados a linhagem neural é complexa e
multifatorial, dependendo ndo s6 dos agentes indutores, mas também do ambiente no qual
estas células sdo cultivadas. Desta forma um maior nlimero de estudos é necessario para o
melhor entendimento do processo de transdiferenciacdo neural a partir de CTMs de
equinos

TERMOS DE INDEXACAO: Equino, diferenciagio neural, células-tronco adultas,
marcadores neurais.

INTRODUCAO

O interesse terapéutico e bioldgico nas células-tronco (CT) tem aumentando nos
ultimos anos, fato esse demonstrado pelo niimero crescente de pesquisas e publicacdes na
area. De acordo com Frisbie & Smith (2010), a grande atengao ou interesse no uso das CT
esta relacionado ao seu potencial de regeneracdo, o qual poderia ser atribuido aos efeitos
paracrinos, migratorios, imunomoduladores, antiinflamatérios e antiapoptoticos ja
descritos na literatura (Brooke et al. 2007, Dahlgren 2009).

As CT podem ser definidas como células com grande capacidade de proliferagio e
auto-renovacdo, além da capacidade de responder a estimulos 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 adultas e embrionarias.
As CT embrionarias sdo aquelas derivadas da massa celular interna do blastécito, sendo
totipotentes ou capazes de se transformar em qualquer tipo celular, e por sua vez em um
organismo inteiro. As CT adultas incluem as células-tronco hematopoiéticas (CTH) e
mesenquimais (CTMs), podendo ser isoladas de tecidos de origem mesordemal, tais como
medula 6ssea, musculo, tenddo, tecido adiposo (Dahlgren 2009), sangue periférico
(Martinello et al. 2010), matrix do corddo umbilical (Hoynowski et al. 2007) e liquido
amnidtico (Lovati et al. 2011). As CTH sdo responsaveis pela producdo da linhagem
linféide e mieldide e as CTMs sdo capazes de se diferenciar em tipos celulares de origem
estromal, incluindo osso, musculo, cartilagem, tecido adiposo, ligamento e tendao
(Dahlgren, 2009). Adicionalmente, na opinido de Chen et al. (2008), em condigdes
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especiais essas células também possuem a capacidade de diferenciar em tecidos de origem
ectodermal e endodermal, sendo facilmente isoladas e expandidas in vitro.

Os primeiros estudos demonstrando o potencial de transdiferenciacio das CTMs
em células neurais foram conduzidos por Woodbury et al. (2000) e Sanchez-Ramoz et al.
(2000) que utilizaram células provenientes da medula 6ssea de humanos e roedores.
Woodbury et al. (2000) utilizaram protocolos de transdiferenciacdo baseados em agentes
quimicos antioxidantes (-mercaptoetanol, butilato de hidroxianisole, dimetilsulf6xido),
enquanto Sanchez-Ramoz et al. (2000) testaram protocolos com acido retindico e fatores
neurotrépicos em células previamente tratadas com EGF. No primeiro estudo as células
apresentam rapida mudanc¢a morfolégica, além da expressio de marcadores neurais.
Atualmente, além da utilizagio dos agentes quimicos, os protocolos baseiam-se na
utilizacdo de fatores de crescimento (Naghdi et al. 2009, Bae et al. 2011, Nourbakhsh et al.
2011), fatores neurotrépicos (Barzilai et al. 2008,), liquido cefalorraquidiano autélogo (Ye
et al. 2011) e fitoterapia (Hu et al. 2011). Particularmente na espécie equina, os estudos
estdo focados na demonstracdo da capacidade de diferenciagdo das CTMs-MO
principalmente em tecidos de origem mesodermal, sendo inexistente ou escassa a
avaliagdo do potencial de transdiferenciacio neural. Nesse sentido, o objetivo desse
estudo foi avaliar o potencial de transdiferenciacio neural das CTMs provenientes da
medula 6ssea de equinos utilizando dois protocolos.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizadas oito amostras de medula 6ssea (20 mL/amostra) provenientes de
quatro equinos mesticos higidos, de ambos os sexos e com idade entre 4 a 12 anos,
selecionados mediante a avaliacdo clinica e hematolégica prévia. O protocolo
experimental foi aprovado pelo comité de ética e bem estar animal da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, campus Botucatu. Todos os procedimentos
foram realizados sob as diretrizes internacionais para o cuidado e uso de animais
experimentais.

Colheita da medula dssea

A puncio aspirativa da medula 6ssea (MO) foi realizada conforme a metodologia
descrita por Barreira et al. (2008) com modificacdes. Para isso, os animais foram mantidos
em estacdo, contidos em brete e sedados com 0,5 mg kg1 xilazina (Sedomin®, Kéning, ARG).
Em seguida, foi realizada a tricotomia de uma area de 5 x 20 cm na regido referente ao 0sso
esterno de cada equino. Apds a identificacdo da quinta esternebra foi realizado antissepsia e
bloqueio anestésico local (Xylestesin® 2%, Cristalia, BRA). Uma vez bem fixa a agulha de
puncido modelo Komiyashiki® dentro do esterno, o mandril foi retirado e se procedeu a
aspiracdo da medula 0ssea com auxilio de duas seringas de 20 mL contendo 2 mL de
heparina a 5000 Ul/mL (Hemofol®, Cristalia, BRA) e 2 mL de tampao Salina-Fosfato pH 7,2
(PBS® 1x, LGC Biotecnologia, BRA). Apods a colheita, as amostras foram encaminhadas
imediatamente ao laboratério e processadas.

Isolamento e cultivo das células-tronco mesenquimais

As amostras de MO foram previamente filtradas utilizando-se um equipo de
transfusdo (Biosani®, BRA), sendo em seguida procedida a primeira centrifugacao
(Centrifuga Hermle Z200A, GER) a 250 g por 10 minutos para descarte da gordura e plasma
sobrenadante. Ao material remanescente adicionou-se meio DMEM baixa glicose
(Invitrogen Gibco®, USA) na proporc¢do 1:1, sendo posteriormente acrescido o Ficoll-
paquetm premium 1073 (GE Healthcare Life Sciences®, SWE) lentamente (1:1) para
separacdo da fracdo de células mononucleares a 350 g por 30 minutos. A fracdo
mononuclear foi aspirada e lavada duas vezes em meio DMEM baixa glicose a 250 g por 10
minutos. Apds a ultima lavagem o pelet de células mononucleares foi suspenso e cultivado
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em meio DMEM baixa glicose/F12 (1:1), 20% soro fetal bovino, penicilina/estreptomicina
(1%) e anfotericina B (1,2%) (Invitrogen Gibco® USA) a 37,52C em atmosfera Uimida
contendo 95% de ar e 5% CO;. O meio de manutencao foi trocado a cada 2 ou 3 dias até a
confluéncia celular minima de 80%, onde se procedeu a tripsiniza¢do para caracterizagdo e
diferenciacdo dos subcultivos das CTMs.

Analise na citometria de fluxo para os marcadores de superficie celular

A caracterizacdo imunofenotipica das CTMs previamente a transdiferenciacio
neural foi realizada ao final do cultivo primario no citdbmetro FACSCalibur (Becton
Dickinson and Company, USA), utilizando os anticorpos monoclonais mouse anti-rat CD90
(Caltag Laboratories, EUA) e mouse anti-human CD34 (Becton Dickinson and Company,
USA) marcados com a sonda isoticiato de fluoresceina (FITC). Durante a analise foram
contabilizados 10.000 eventos.

Diferenciacdo osteogénica

Ap6s confluéncia de 80% em cultivo primario, as CTMs foram tripsinizadas com
Triple express (Invitrogen Gibco® USA) e acondicionadas em placas de seis pogos
(Sarstedt®, USA) com meio DMEM/F12 (1:1) acrescido de 20% soro fetal bovino,
antibidtico e antifiungico. Quarenta e oito horas ap6s a incubacio, o meio de manutencao
foi removido e o meio de diferenciacdo osteogénico STEMPRO® (Invitrogen Gibco®, USA)
foi acrescido ao subcultivo. O meio foi trocado a cada dois a trés dias e, a confirmacao da
diferenciacdo osteogénica foi realizada mediante a demonstragdo da deposicdo de matriz
de calcio utilizando o método de coloracdo histolégico com Alizarin red pH 4,2 (Sigma-
Aldrich Corp, USA).

Diferenciacao neural

A diferenciacido neural foi conduzida testando-se dois protocolos de diferenciacio
para CTMs previamente caracterizadas. Os protocolos utilizados estdo descritos abaixo:
Protocolo 1 (P1)- Meio basal para células-tronco neurais, acrescido de 5 mM forksolin
(0,001%) e 500 puM acido retindico (0,002%) (Millipore Corporation® USA) por 48 horas.
Protocolo 2 (P2)- Meio DMEM baixa glicose acrescido de 1mM 2-Bmercaptoetanol
(0,007%) (Sigma-Aldrich Corp®, USA) (Woodebury et al., 2000 com modifica¢des) por 18
horas.

Protocolo Controle - CTMs indiferenciadas ndo submetidas a tratamento e mantidas em
meio DMEM baixa glicose/F12 na proporgao de 1:1 acrescido de 20%, soro fetal bovino,
penicilina/estreptomicina (1%) e anfotericina B (1,2%) (Invitrogen Gibco®, USA).

As CTMs em primeira passagem e prévia caracterizacdo foram mantidas em meio
de manutencdo do protocolo controle até a confluéncia celular de 80%. Uma vez
confluentes o meio de manutencido foi removido e os meios de diferenciacdo foram
acrescidos. No protocolo 1, previamente a indugdo neural as células foram mantidas por
18 horas em meio basal para células-tronco neurais acrescido de 10 ng/mL fator de
crescimento fibroblastico basico (Millipore Corporation®,, USA). Apés esse periodo foi
adicionado ao meio basal o forksolin e acido retindico durante dois dias nas proporg¢des
discriminadas acima e com troca diaria.

No protocolo 2 as células ndo foram submetidas a pré-diferenciacido, conforme
descrito por Woodebury et al. (2000), pois em estudos pilotos prévios verificamos que as
células modificavam-se muito morfologicamente logo na primeira hora de tratamento,
interferindo assim na avaliagdo do protocolo proposto.

Apébs o periodo de diferenciacido as células foram preparadas para andlise
fenotipica utilizando-se os marcadores GFAP e (33 tubulina. O processo de diferenciacao,
bem como de avaliagdo foram realizados em quadruplicatas para cada protocolo proposto.
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Citometria de fluxo para os marcadores neurais

A andlise fenotipica foi conduzida utilizando os anticorpos primarios anti GFAP
(Invitrogen Gibco®, USA) e anti 33 tubulina (Millipore Corporation®, USA) marcados com
Alexa fllior 488. Para isso, as células provenientes de P1, P2 e CTMs indiferenciadas foram
tripsinizadas, resuspendidas em PBS e acondicionadas em tubos de polipropileno (Becton
Dickinson® and Company,USA). Previamente a incubagdo com os marcadores, as células
foram fixadas e permeabilizadas com o kit (Becton Dickinson® and Company, USA) para
facilitar a difusdo dos anticorpos utilizados. Em seguida, os anticorpos foram adicionados e
as células incubadas no escuro por uma hora para leitura no citdmetro de fluxo FACS
Calibur (Becton Dickinson® and Company, USA).

Anadlise estatistica dos dados

Para anadlise estatistica, a variavel dependente binomial (expressdo das proteinas
na citometria fluxo) dos diferentes protocolos foi analisada através do teste de regressiao
logistica utilizando o PROC LOGISTIC do SAS (SAS, Inst. Inc., Cary, NC, EUA). Quando o
efeito de tratamento foi significativo utilizou-se o LSD com o comando LSMEANS PDIFF do
PROC GLM do SAS. Fontes de variacdo no modelo, incluindo tratamento, foram
consideradas como efeito fixo. Como efeito aleatério adotou-se os animais (tratamento).
Os resultados estdo apresentados como porcentagem. Foi adotado o nivel de significancia
de 5% (P<0,05).

RESULTADOS

As células provenientes da fracdo mononuclear da MO apresentaram aderéncia ao
plastico entre 24 e 48 horas e morfologia fibroblast6ide inicialmente com quatro dias de
cultivo. No periodo compreendido entre 15 a 22 dias (Mediana= 22) de cultivo foi
alcancada a confluéncia celular = 80%, sendo conduzida analise imunofenotipica para os
marcadores CD90 e CD34 previamente a diferenciaciao neural.

A anélise revelou elevada expressdo do marcador CD90 (X= 97,94%) e auséncia
de expressao para o marcador CD34, conforme demonstrado na Figura 1. Adicionalmente,
o potencial de diferenciagio das CTMs em outra linhagem mesenquimal foi confirmado
pela diferenciacdo osteogénica 10 dias apds a exposicdo ao meio de diferenciacdo. As
CTMs inicialmente com morfologia fibroblastéide adquiriram morfologia
predominantemente poligonal e depositaram grande quantidade de matriz extracelular de
calcio comprovada pela coloracdo positiva com Alizarim red (Fig.2).

A exposicio das CTMs aos protocolos de diferenciacio neural ocasionaram
mudancas morfolégicas em graus variados. No protocolo 1, apds a exposicdo ao meio de
pré diferenciagdo, as CTMs demonstraram pequena retracdo celular. Vinte quatro horas
apds a incubacdo com o meio de diferenciacdo neural do protocolo 1, grande proporg¢ao
(>80%) de células apresentaram morfologia semelhante a células neurais, caracterizadas
por retracdo do corpo celular e grande nimero de projecdes protoplasmaticas (filopodia)
que se intensificaram ao término das 48 horas de exposicio ao meio de diferenciacdo
(Fig.3). Por outro lado, de forma comparativa, logo apds a exposicdo ao antioxidante (3-
mercaptoetanol (P2), no protocolo 2, as CTMs apresentaram rapida mudanga morfolégica
caracterizada principalmente por retracdo do corpo celular e menor nimero de projecdes
protoplasmaticas (Fig.4). Também ficou evidenciado com o uso deste protocolo, menor
aderéncia das células apds tempo de exposicio ao meio de diferenciacdo, quando
comparado ao P1.

Com relacdo a andlise fenotipica foi observada uma maior (P<0,001) expressao do
GFAP em P2 (95,2%) e no controle (91%) em comparacdo ao P1 (76,8%). Diferencas
(P=0,3095) entre P2 e o controle ndo foram observadas. J4 o marcador 33 tubulina foi
expresso em maior (p<0,001) propor¢do no P2 (86%), seguido de P1 (78,5%) e controle
(69,1%). Os histogramas referentes a analise fenotipica estdo apresentados na Figura 5. E
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importante ressaltar, que de forma surpreendente as CTMs que nao foram submetidas a
nenhum tratamento também expressaram ambos os marcadores neurais (Fig.5).

DISCUSSAO

0 potencial das células tronco mesenquimais (CTMs) de transdiferenciar em certos
tipos de células neurais tem despertado grande interesse, fomentando diversas pesquisas
que visam o uso terapéutico deste tipo celular para o tratamento de diversas
enfermidades de origem neuroldgica. Entretanto, dados claros e inequivocos em relagio a
esta transdiferenciacdo ainda precisam ser obtidos para fundamentar a validade de tais
terapias.

No presente trabalho, as CTMs isoladas da medula éssea de equinos adultos foram
adequadamente caracterizadas de acordo com critérios estabelecidos pela Sociedade
Internacional de Terapia Celular para CTMs humanas (Dominici et al. 2006), ou seja,
apresentaram caracteristicas de aderéncia ao plastico, morfologia fibroblastoide, elevada
expressao do marcador CD90 (>95% positividade), negatividade de expressdo ao
marcador de células hematopoiéticas CD34 e responderam positivamente a diferenciacdo
osteogénica. Duas ou mais dessas caracteristicas também foram encontradas em outros
estudos durante a caracterizagdo de CTMs equinas provenientes do tecido adiposo
(Carvalho et al. 2009, Carvalho et al. 2011), medula dssea (Arnhold et al. 2007, Guest et al.
2008, Radcliffe et al. 2010), sangue periférico (Martinello et al. 2010) e matriz do cordao
umbilical (Hoynowski et al. 2007).

Na ultima década diversos tratamentos tem sido descritos visando a inducio da
diferenciacido de CTMs em precursores neurais em diferentes espécies. Todos os
protocolos utilizados até o momento podem ser divididos em trés categorias basicas: 1)
uso de agentes quimicos; 2) uso de fatores de crescimento, e 3) cultivo de neuro-esfera,
bem como a combinacgdo entre estas categorias (Montzka et al. 2009). Neste experimento
foram testados dois protocolos de indu¢do quimica da diferenciacdo neural, sendo que no
primeiro deles as células foram pré-tratadas com o fator de crescimento bFGF. Em ambos
os protocolos observou-se mudanga morfologica ap6s o tratamento, sendo que esta
ocorreu de forma mais abrupta no P2. Resultados semelhantes foram relatadas por
Woodbury et al. (2000) utilizando o mesmos agentes quimico e por Mammadov et al .
(2011) com &cido retindico. Da mesma forma Hu et al. (2011) observaram alteracoes
morfoldgicas usando Salvia miltiorrhiza e Nourbakhsh et al. (2011) utilizando fatores de
crescimento.

Recentemente Mammadov et al. (2011) demonstraram que as CTMs submetidas a
transdiferenciacdo neural com A&cido retindéico modificam lentamente sua morfologia,
enquanto que o uso de agentes quimicos como o (-mercaptoetanol, o DMSO, e o KCI
promoveram uma rapida mudanca atribuida a um artefato técnico devido ao enrugamento
celular e ndo a aquisicdo da morfologia neuronal. Segundo estes autores, mudancas
morfologicas mais lentas estdo correlacionadas com a regulacdo de genes que requerem
tempo para conversao em um tipo celular totalmente diferente, enquanto as mudancas
rapidas parecem ser simplesmente decorrentes da agdo téxica dos compostos. Esta mesma
opinido é compartilhada por Neuhuber et al. (2004) que observaram que as mudancas
morfologicas para o fenotipo neural durante a transdiferenciacdo com uso de agentes
quimicos podem ser resultantes da quebra do citoesquelo e retracdo da borda celular. No
presente trabalho a utilizagdo do -mercaptoetanol foi comparada a associagdo do acido
retinéico com o forskolin. O forskolin é um agente ativador da adenilato ciclase e esta
relacionado aos niveis de adenosina monofosfato ciclica (AMPc), sendo considerado um
dos melhores indutores da diferenciacdo neural para CTMs (Jori et al., 2005). Entretanto,
de acordo com Zang et al. (2011) a mudanc¢a morfologica causada pelo AMPc nas CTMs
também é ocasionada por alteragdes do citoesqueleto e enrrugamento celular, ndo sendo
acompanhada por modifica¢cdes da expressao génica das células.



71

A estimativa da diferenciacdo neural tem sido fortemente baseada na morfologia
das células, e na expressdo de marcadores neurais (Deng et al. 2001, Jori et al. 2005).
Apesar de ambos os protocolos utilizados, no presente experimento, induzirem alteragoes
na morfologia celular que estdo associadas a modificacdes do citoesqueleto, indicando
uma acdo inespecifica, a expressdo de marcadores neurais foi detectada com sucesso. A
expressao dos marcadores gliais (GFAP) e/ou neurais (33 tubulina) observadas na analise
fenotipica apds o tratamento com B-mercaptoetanol (P2), bem como com acido retindico e
forksolin (P1) também foram relatadas por Safford et al. (2004), Kingham et al. (2007),
Bae et al. (2011), Nourbakhsh et al. (2011) e Ni et al. (2010) utilizando diferentes
protocolos de “diferencial neural”. Neste experimento a andlise imunofenotipica
demonstrou maior expressdo dos marcadores GFAP e (3 tubulina no P2
comparativamente ao P1. Apesar disso a quantidade de células aderidas no P1, bem como
a manutencdo do “fenétipo neural” foi qualitativamente superior a observada no P2. Essa
melhor aderéncia e integridade celular observadas em P1 podem ser decorrentes da
menor toxidade do forksolin associado ao acido retindico quando comparado ao (-
mercaptoetanol.

Por outro lado, as CTMs que ndo foram submetidas a nenhum tratamento
(controle) também expressaram ambos os marcadores neurais. Estudos utilizando
diferentes técnicas (citometria de fluxo, imunocitoquimica, wester blot, PCR em tempo
real) tem demonstrado que as CTMs provenientes de diferentes fontes ndo expostas ao
meio de diferenciacdo neural expressam naturalmente alguns marcadores neurais como
nestin,  III tubulina, GFAP, tau e tirosina hidroxilase (TH) em proporg¢des variaveis
(Safford et al. 2004, Kingham et al. 2007, Pelegrino 2009, Neuhuber et al. 2011).
Adicionalmente tentativas prévias para identificar a expressdo genética basal de CTMs
revelaram a presenca de genes caracteristicos de células da linhagem endotelial, epitelial e
neural, sendo que os RNAs relacionados a linhagem neural estdo entre os 50 genes mais
abundantes encontrados em outras linhagens celulares incluindo o marcador nestin
(Montzka et al. 2009).

E conhecido que CTMs que permanecem longo tempo em cultura (4 ou 5
passagens) podem sofrer diferenciacdo espontinea para linhagens semelhantes a neurais
sem o estimulo de citocinas ou agentes quimicos (Tseng et al. 2007). Alem disso,
neuroesterdides como a dexametasona e o estradiol sdo moduladores conhecidos de
varias proteinas gliais induzindo a diferenciagdo de CTMs em células da linhagem neural
que expressam nestin e a 8 III tubulina (Bronzi et al. 2010). Embora, no presente estudo as
CTMs utilizadas ndo tenham sido cultivadas por longos periodos, foi adicionado ao cultivo
20% de SFB, substancia esta sabidamente rica em esterdides como os glicocorticéides e o
estrégeno. Estes hormonios podem ter interagido com outros fatores de crescimento,
também presentes no soro, desencadeando uma cascata de eventos em certa populacdo de
CTMs mais propensa a induc¢ido da diferenciacdo neural, o que resultou na expressio dos
marcadores observada no grupo controle.

Entretanto, deve-se considerar que embora a presenca destes marcadores
moleculares seja um aspecto importante na caracteriza¢do da linhagem neural de células
em cultivo, o principal aspecto a ser considerado ainda é a avaliagao da funcionalidade das
células transdiferenciadas através da mensuracgdo do seu potencial de acdo. Neste sentido,
poucos sdo os trabalhos que comprovam a funcionalidade das células transdiferenciadas
in vitro. Pelegrino (2009) estudando CTMs provenientes da polpa dentaria humana
observou, ndo s6 a expressao dos marcadores nestin e 3 tubulina, mas também o disparo
do potencial de acdo nas células ndo submetidas a nenhum tratamento. Resultados como
este ressaltam que a expressdo natural de marcadores neurais em CTMs previamente a
exposicao aos “meios de diferenciacdo neural” e até mesmo a deflagracdo do potencial de
acdo, embora possam ocasionar duvidas em relagio a diferenciacido para o fendtipo neural,
sdo achados importantes por demonstrar a possibilidade de aplicacdo das CTMs em estado
indiferenciado para diferentes enfermidades neurais.
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A andlise dos resultados do presente experimento demonstra que a habilidade das
CTMs em gerar tipos celulares relacionados a linhagem neural é complexa e multifatorial,
dependendo nao s6 dos agentes indutores, mas também do ambiente no qual estas células
sdo cultivadas. Alem disso o presente experimento indica que a sele¢do celular baseada na
aderéncia ao plastico, plasticidade e fenotipagem origina o desenvolvimento de uma
populagdo ainda heterogénea que responde de forma individual e imprevisivel aos
estimulos do meio de cultivo e fatores de inducao de diferenciacado. Desta forma um maior
numero de estudos é necessario para o melhor entendimento do processo de
transdiferenciacdo neural a partir de CTMs de equinos.
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Legenda das Figuras

Fig. 1. Analise imunofenotipica FACS das células-tronco mesenquimais de equino para os
marcadores CD34 e CD90. (A) Grafico de distribuicdo e tamanho. (B) Controle. (C)
Histograma do marcador CD90 expresso em média 97,94%. (D) Histograma do Marcador
CD34 (negativo).

Fig.2. (A) CTMs indiferenciadas. Note a morfologia fibroblastéide caracteristica das células.
0bj.10x. (B,C) Diferenciacdo osteogénica. Note a deposicdo de calcio marcada com Alizarin
red (seta azul). Obj.10x, 20x. (D) Note a mudan¢a de morfologia fibroblastéide para
poligonal das células apds a diferenciacdo osteogénica (setas brancas). Obj.40x.

Fig.3. Diferenciacio neural das CTMs com forksolin e acido retindico (P1). (a) CTMs
indiferenciadas demonstrando morfologia fibroblastéide. (b) Células apds exposicdo ao
meio de pré diferenciacio demonstrando discreta mudang¢a morfolégica. (c,d) Células
apresentando retracdo do corpo celular (setas vermelhas) e presenca de intimeros
prolongamentos citoplasmaticos (setas pretas) apds 24 horas de exposicio a P1. (e,f)
Células apresentado retracdo do corpo celular (setas vermelhas) e presenca de inimeros
prolongamentos citoplasmaticos (setas pretas) apds 48 horas de exposicdo a P1. Obj.10x
(), 20x (a,b,d,e), 40x (f).

Fig.4. (A,B) Diferenciacio neural das CTMs com 2-Bfmercaptoetanol (P2). Células
apresentado intensa retracao do corpo celular (setas vermelhas) e presenca de inimeros
prolongamentos citoplasmaticos (setas pretas) Obj.10x (A), 20x (B).

Fig.5. Andlise imunofenotipica FACS das células-tronco mesenquimais de equino
transdiferenciadas (P1 e P2) e indiferenciadas (P3). (a, b, c) Histogramas das células
tratadas com forksolin e acido retindico (P1); a- controle, b- GFAP, c- 3 tubulina. d, e, f)
Histogramas das células tratadas com 2-Bmercaptoetanol (P2); d- controle, e- GFAP, f- 33
tubulina. g, h, i) Histogramas das CTMs indiferenciadas, ndo submetidas a nenhum
tratamento (Controle); g- controle, h- GFAP, i- B3 tubulina.



76

=]A B
z: s
§° g |
o [=]
58 S I M1
- e o
0 200 400 600 800 1000 100 I(Il1 1l:l2 1[]3 104
FSC-Height FL1-Height
2
21¢ CDY0 24D CD34
" _ , "
£ X = 97.94% 2 I
=4 =
@ | M1 | 8 M1 |
=5 o
100 10' 10° 10° 10 10% 10" 108 10° 10
FL1-Height FL1-Height
Figura 1.

Figura 2.




77

Figura 3.

Figura 4.
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3 Discussao Geral

O aperfeicoamento e o dominio das técnicas de colheita, processamento
e caracterizacao das células-tronco, sao alguns dos pré-requisitos necessarios
para o sucesso da terapia celular na espécie equina. Além disso, um melhor
conhecimento dos mecanismos genéticos e moleculares de controle e
diferenciacao das CTMs propicia informagdes valiosas sobre 0s mecanismos
de acéo envolvidos na reparacao tecidual mediada por estas células.

A técnica e o sitio utilizado para colheita da MO nesse estudo mostrou-se
apropriado e seguro, fato esse confirmado pela n&o ocorréncia de
complicagdes e adequada producao de CTMs a partir do volume aspirado. De
acordo com Kasashima et al. (2011), o sitio anatdbmico mais seguro e factivel
para puncao aspirativa da MO é realmente a quinta esternébra, pela sua
localizacdo cranial ao apice do coragcdo e pela adequada espessura
dorsoventral. Por outro lado, esses autores nao descartam a possibilidade de
aspiracao da MO na quarta e na sexta esternébra, mesmo com o inconveniente
da primeira estar localizada entre os membros toracicos e a ultima préximo ao
coragao.

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 caracteristicas de aderéncia ao plastico, morfologia
fibroblastoide, elevada expressdo do marcador CD90 (>95% positividade),
negatividade de expressdao ao marcador de células hematopoiéticas CD34 e
resposta positiva a diferenciacdo osteogénica, adipogénica e condrogénica.
Adicionalmente, também se observou a expressao do marcador CD44
(receptor de acido hialurénico), uma glicoproteina de superficie celular
importante na interacdo e adesdo celular das CTMs. Algumas destas
caracteristicas observadas por nosso grupo também foram relatadas em outros
estudos durante a caracterizacao de CTMs equinas provenientes do tecido
adiposo (CARVALHO et al. 2009, CARVALHO et al. 2011), medula éssea
(ARNHOLD et al. 2007, GUEST et al. 2008, RADCLIFFE et al. 2010), sangue
periférico (MARTINELLO et al. 2010), matriz do cordao umbilical (HOYNOWSKI



81

et al. 2007), liquido amniético, membrana amniética (IACONO et al. 2012),
gengiva e ligamento periodontal (MENSING et al. 2011).

A diferenciacdo € um processo que cursa com mudan¢as no tamanho,
morfologia, potencial de membrana e atividade metabdlica das células em
resposta a modificacdes na expressdo génica (TAYLOR e CLEGG, 2011).
Durante a diferenciacdo osteogénica, as CTMs expostas aos agentes indutores
adquirem morfologia de osteoblastos e passam a expressar fosfatase alcalina e
a depositar matriz extracelular rica em calcio (COVAS, 2006b), conforme
demonstrado em nosso estudo pela coloragao positiva ao Alizarin red.

A diferenciacdo adipogénica ocorre quando a monocamada celular é
cultivada na presenca do agente indutor isobutilxantina. Nestas condigbes
ocorre a ativacao do gene PPARa (peroxisme proliferator activated receptor
gama) e a sintese de &acidos graxos. Desta forma, as células cultivadas
rapidamente passam a acumular goticulas de lipideos no citoplasma (COVAS,
2006b). O abundante depdésito intracitoplasmatico de goticulas de gordura
também foi demonstrado em nosso estudo pela coloracéo positiva ao Oil Red
apos a exposicao das CTMs com o meio de diferenciacédo suplementado com
5% de soro de coelho.

A diferenciacao condrogénica foi conduzida em ambiente tridimensional
através do cultivo dos pellets em tubos do tipo Falcon, conforme ja 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 factivel e as
técnicas histologicas e imunocitoquimica foram adequadas para avaliar a
deposicao de matriz extracelular rica em proteoglicanos e colageno do tipo II.

Na ultima década muitos tratamentos tem sido descritos visando a
transdiferenciacdo de CTMs em precursores neurais. Todos os protocolos
utilizados até o momento podem ser divididos em trés categorias: 1) uso de
agentes quimicos; 2) uso de fatores de crescimento e 3) cultivo de neuro-
esfera, bem como a combinacdo entre estas categorias (MONTZKA et al.
2009). Neste estudo foram testados dois protocolos de inducdo quimica da
diferenciacao neural (P1: forksolin e acido retindico; P2: 2-Bmecarptoetanol)
sendo que no primeiro deles as células foram pré-tratadas com o fator de
crescimento bFGF. Em ambos os protocolos observou-se mudanga morfoldgica

apds 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
0 mesmos agentes quimico e por Mammadov et al . (2011) com acido retindico.
Da mesma forma Hu et al. (2011) observaram alteracdes morfolégicas usando
Salvia miltiorrhiza e Nourbakhsh et al. (2011) utilizando fatores de crescimento.

Recentemente Mammadov et al. (2011) demonstraram que as CTMs
submetidas a transdiferenciacdo neural com acido retindico modificam
lentamente sua morfologia, enquanto que o uso de agentes quimicos como o
B-mercaptoetanol, o DMSO, e o KCI promoveram uma rapida mudanca
atribuida a um artefato técnico devido ao enrugamento celular e nao a
aquisicao da morfologia neuronal. Segundo estes autores, mudancas
morfolégicas mais lentas estao correlacionadas com a regulacédo de genes que
requerem tempo para conversao em um tipo celular totalmente diferente,
enquanto as mudancas rapidas parecem ser simplesmente decorrentes da
acao toxica dos compostos. Esta mesma opinido € compartilhada por
Neuhuber et al. (2004) que observaram que as mudancgas morfoldgicas para o
fenétipo neural durante a transdiferenciacdo com uso de agentes quimicos
podem ser resultantes da quebra do citoesqueleto e retracdo da borda celular.
No presente trabalho, a utilizagdo do B-mercaptoetanol foi comparada a
associac¢ao do acido retindico com o forskolin. O forskolin é um agente ativador
da adenilato ciclase e esta relacionado aos niveis de adenosina monofosfato
ciclica (cCAMP), sendo considerado um dos melhores indutores da diferenciacao
neural para CTMs (JORI et al., 2005). Entretanto, de acordo com Zang et al.
(2011), a mudanca morfolégica causada pelo AMPc nas CTMs também é
ocasionada por alteragcdes do citoesqueleto e enrrugamento celular, ndo sendo
acompanhada por modificacdes da expressao génica das células

No presente estudo, a seguranca de aplicacédo das CTMs através do LCR
foi significativamente demonstrada pelos resultados observados nas analises
laboratoriais, bem como pela auséncia de alteragdes clinicas nos grupos
estudados. O achado mais interessante de nosso estudo foi a auséncia de
expressao das MMP2 e MMP9, particularmente em suas formas ativadas apos
o implante das CTMs.

A auséncia de alteragdes clinicas e neuroldgicas observadas apds os
implantes nos GT e GC nas condigcdes deste estudo demonstram que os
procedimentos realizados néo cursam com mudancas a principio que possam
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alterar o ambiente neural e que também inviabilizem o uso dessa nova via de
aplicacao de CTMs em equinos. Em animais de laboratério e humanos a via
liquédrica tem sido utilizada para o implante de células mononucleares e CTMs
alogénicas sem a evidéncia de efeitos adversos. Em um estudo conduzido com
114 humanos acometidos por condicdes degenerativas (Ex: paraplegia, ataxia,
esclerose multipla), Yang et al. (2010) realizaram um total de 592 aplicacées de
células mononucleares alogénicas provenientes do sangue do cordao umbilical
pela via intratecal e intravenosa concomitantemente sem a observacéo de
sérios efeitos adversos. Nesse estudo, o efeito colateral mais frequente
(19/592- 3,2%) foi a dor de cabeca, a qual foi atribuida a hipotensao postural,
uma conhecida complicacdo de puncdes lombares que se resolvem
espontaneamente sem a necessidade de intervencdes drasticas.

O LCR desempenha quatro grandes fun¢des no SNC, que incluem o
suporte fisico da estrutura neural, a excrecdo, o transporte intracerebral e o
controle do ambiente quimico do SNC (KANECO et al. 2008). Dentre essas
caracteristicas, a que nos motivou para realizacdo deste estudo foi a
possibilidade de transporte das CTMs associado ao seu potencial migratorio
para eventuais sitios de lesdes.

Os implantes realizados em nosso estudo ndo ocasionaram diferencas
(p>0,05) entre o GT e GC com relacdo as variaveis liquédricas estudadas,
estando os valores de densidade (GREEN et al.,, 1993), hemacias, células
nucleadas, proteinas e glicose (MAYHEW et al.,, 1977) pré e pds implante
dentro da faixas de normalidade para espécie equina. Os valores de pH
evidenciados com o uso da fita reagente pré é pds implante também foram
considerados normais de acordo com o laboratério onde a analise foi
conduzida.

Os valores de mediana da pro-MMP2 no LCR dos equinos do GC e GT
pré e pos implante foram proximos e inferiores ao valor médio (43,12 +13,90)
evidenciado por Melo et al. (2012) em caes saudaveis utilizados como grupo
controle em um estudo conduzido recentemente com o objetivo de avaliar a
expressao das MMP2 e MMP9 no LCR e soro de caes com sintomas
neurolégicos e leischimaniose visceral. Os nossos resultados nao foram
confrontados com outros estudos conduzidos na espécie equina pela

dificuldade de encontrar na literatura informacdes sobre a deteccao de MMPs
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no LCR desta espécie. Desta forma, os valores observados particularmente no
pré implante para pr6-MMP2, servirao de referéncia para novos estudos.

Neste estudo somente foi identificado a atividade da pro-MMP-2
(gelatinase A) no LCR, sem diferencas (P>0,05) entre 0os 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 nao evidéncia da MMP-9 (gelatinase B) latente ou ativada,
principalmente no grupo tratado com CTMs, auxilia a hipotese de que a via de
aplicacao testada pelo nosso grupo é realmente segura, haja vista que de
acordo com Rosemberg (2002) a MMP9 é marcadamente desregulada nas
condi¢des inflamatdrias de muitas enfermidades. A elevada expressdao da
MMP-9 tem sido observada no LCR de pacientes humanos e animais
acometidos por enfermidades neuroldgicas que envolvem intensa
neuroinflamacao, como leishmaniose visceral (MELO et al., 2012), acidente
traumatico cerebral (GROSSETE et al. 2009), meningites (LEPPERT et al.,
2000; WILLIAMS et al., 2002) e esclerose multipla (LEPPERT et al., 1998).

A literatura tem demonstrado resultados animadores com o uso de CTMs,
fomentando assim diversas pesquisas. No entanto, questdes praticas
relacionadas a concentracao celular adequada para implante em cada tecido, o
numero de implantes a serem realizados, a melhor via de administracéo e o
melhor tipo celular para cada enfermidade ainda precisam ser esclarecidos
para otimizar a utilizacao da terapia celular. Mais importante que isso, os reais
mecanismos de acdo e efeitos biolégicos das CTMs em cada fase da
cicatrizacao e da reparacao tecidual devem ser explorados e melhor
compreendidos. Sendo assim, apesar dos enormes avangos obtidos nesta area
nos ultimos anos, este ainda é um tema que carece de inumeras respostas,

abrindo, portanto um vasto campo para novas pesquisas na medicina equina.
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4 Conclusoes Gerais

De acordo com os objetivos propostos, podemos concluir que:

1- O protocolo de isolamento, cultivo e caracterizacdo das CTMs
provenientes da medula éssea (MO) utilizado neste estudo foi adequado para a
producao de uma populacao celular com bom potencial de diferenciacéo e
auséncia de aneuploidia, a qual podera ser utilizada para o estudo de futuras
terapias celulares. Os dados obtidos irdo contribuir ndo somente para o
estabelecimento e aperfeicoamento dos critérios de caracterizacao das CTMs,
mas também favorecerdao o desenvolvimento de novas pesquisas fomentando

0 uso terapéutico destas células na medicina equina.

2- A via intratecal, utilizando-se o espaco atlanto-occipital, € segura
para o implante das CTMs autélogas, sendo uma alternativa viavel para terapia
celular das encefalopatias e mielopatias que acometem os equinos.

3- A habilidade das CTMs em gerar tipos celulares relacionados a
linhagem neural é complexa e multifatorial, dependendo nao sé dos agentes
indutores, mas também do ambiente no qual estas células sdo cultivadas.
Desta forma, mesmo com a ocorréncia de mudanca morfoldgica similar as
células neurais e expressdo dos marcadores B3-tubulina e GFAP, nao foi
possivel comprovar que os protocolos de diferenciacdo neural utilizados
promoveram a transdiferenciacdo das CTMs provenientes da MO, uma vez que
as CTMs indiferenciadas também expressaram 0s marcadores neurais
avaliados. Diante disso, técnicas mais sensiveis, marcadores neurais mais
especificos e a avaliacdao da eletrofuncionalidade terdao que ser utilizados
futuramente para confirmar a transdiferenciacdo das CTMs da MO de equinos
em fendtipos neurais, ja que somente a mudang¢a morfolégica e a expressao

destes marcadores neurais nao foram suficientes nas condicdes experimentais.
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The first studies showing the potential of neural transdifferentiation of mesenchy-
mal stem cells (MSCs) from bone marrow (BM) were conducted in camundogos and
humans in the early 2000s. After this period, the number of research and publica-
tions with the same purpose increased, but with rare or scarce studies in horses. The
aim of this study was to evaluate in vitro neuronal transdifferentiation potential of
MSCs from equine BM using two protocols: P1 (forksolin and retinoic acid) and P2
(2-Bmecarptoetanol). After confirming the mesenchymal lineages, by positivity for
the marker CD90 (X=97.94%), negative for the marker CD34 and positive response
for osteogenic differentiation, MSCs were subjected to neural transdifferentiation (P1
and P2) for morphological analysis and expression of neural markers GFAP and (3
tubulin by flow cytometry. The results revealed morphological changes in varying de-
grees between the tested protocols. In protocol 1, twenty four hours after incubation
with the media of neural differentiation, a large proportion of cells (>80%) had similar
morphology to neural cells, characterized by retraction of cellular body and a large
number of cytoplasmic extension (filopodia). However, comparatively, within the first
30 minutes after exposure to the antioxidant $-mercaptoethanol (P2) MSCs showed
rapid morphological changes characterized mainly by retraction of cellular body and
less cytoplasmic extension. It was also evidenced with the use of this protocol, lower
cellular adhesion after exposure to media when compared to P1. Regarding the immu-
nophenotyping analysis it was observed a higher (P<0.001) expression of the markers
GFAP and 33 tubulin at the end of P2 compared to P1. The ability of MSCs to generate
cell types related to neural lineage is complex and multifactorial, depending not only of
inducing agents, but also the environment in which these cells will be cultivated. Thus
a greater number of studies are necessary to better understand the process of neural
transdifferentiation of MSCs from equine.

INDEX TERMS: Horse, neural differentiation, adult stem cells, neural markers.
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RESUMO.- Os primeiros estudos demonstrando o potencial
de trandiferenciacdo neural das células-tronco mesenqui-
mais (CTMs) provenientes da medula dssea (MO) foram con-
duzidos em camundogos e humanos no inicio da década de
2000. Apos esse periodo, o nimero de pesquisas e publica-
¢des com o mesmo propdsito tem aumentado, mas com ra-
ros ou escassos estudos na espécie equina. Nesse sentindo,
o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial in vitro da
transdiferenciacdo neural das CTMs provenientes da MO de
equinos utilizando-se dois protocolos: P1 (forksolin e acido
retinéico) e P2 (2-fmecarptoetanol). Apds a confirmacdo
das linhagens mesenquimais, pela positividade para o marca-
dor CD90 (X=97,94%), negatividade para o marcador CD34 e
resposta positiva a diferenciacdo osteogénica, as CTMs foram
submetidas a transdiferenciacdo neural (P1 e P2) para avalia-
¢do morfologica e expressdo dos marcadores neurais GFAP e
3 tubulina por citometria de fluxo. Os resultados revelaram
mudangas morfolégicas em graus variados entre os protoco-
los testados. No protocolo 1, vinte quatro horas apds a incu-
bagdo com o meio de diferenciagdo neural, grande propor¢cao
de células (>80%) apresentaram morfologia semelhante a
células neurais, caracterizadas por retracdo do corpo celular
e grande numero de projecdes protoplasmaticas (filopodia).
Por outro lado, de forma comparativa, ja nos primeiros 30
minutos ap6s a exposicdo ao antioxidante 3-mercaptoetanol
(P2) as CTMs apresentaram rapida mudang¢a morfolégica
caracterizada principalmente por retragido do corpo celular
e menor numero de proje¢des protoplasmaticas. Também fi-
cou evidenciado com o uso deste protocolo, menor aderéncia
das células ap6s tempo de exposi¢cdo ao meio de diferencia-
¢ao, quando comparado ao P1. Com relacdo a andlise imuno-
fenotipica foi observado uma maior (P<0,001) expressdo dos
marcadores GFAP e 33 tubulina ao término do P2 quando
comparado ao P1. A habilidade das CTMs em gerar tipos celu-
lares relacionados a linhagem neural é complexa e multifato-
rial, dependendo ndo s6 dos agentes indutores, mas também
do ambiente no qual estas células sdo cultivadas. Desta forma
um maior nimero de estudos é necessario para o melhor en-
tendimento do processo de transdiferenciagdo neural a partir
de CTMs de equinos.

TERMOS DE INDEXACAO: Equino, diferenciacio neural, células-
-tronco adultas, marcadores neurais.

INTRODUCAO

O interesse terapéutico e biolégico nas células-tronco (CT)
tem aumentando nos ultimos anos, fato esse demonstrado
pelo nimero crescente de pesquisas e publica¢des na area.
De acordo com Frisbie & Smith (2010), a grande atenc¢do ou
interesse no uso das CT esta relacionado ao seu potencial
de regeneracdo, o qual poderia ser atribuido aos efeitos pa-
racrinos, migratérios, imunomoduladores, antiinflamaté-
rios e antiapoptoticos ja descritos na literatura (Brooke et
al. 2007, Dahlgren 2009).

As CT podem ser definidas como células com grande
capacidade de proliferacdo e auto-renovacgdo, além da ca-
pacidade de responder a estimulos externos e dar origem
a diferentes linhagens celulares mais especializadas. (Pe-
reira 2008). De acordo com a origem tecidual as CT podem

ser classificadas em células-tronco adultas e embrionarias.
As CT embrionarias sdo aquelas derivadas da massa celular
interna do blastocito, sendo totipotentes ou capazes de se
transformar em qualquer tipo celular, e por sua vez em um
organismo inteiro. As CT adultas incluem as células-tronco
hematopoiéticas (CTH) e mesenquimais (CTMs), podendo
ser isoladas de tecidos de origem mesordemal, tais como
medula 6ssea, musculo, tendao, tecido adiposo (Dahlgren
2009), sangue periférico (Martinello et al. 2010), matriz
do cordao umbilical (Hoynowski et al. 2007) e liquido am-
nidtico (Lovati et al. 2011). As CTH sao responsaveis pela
producgdo da linhagem linféide e mieléide e as CTMs sdo
capazes de se diferenciar em tipos celulares de origem es-
tromal, incluindo osso, musculo, cartilagem, tecido adipo-
so, ligamento e tenddo (Dahlgren 2009). Adicionalmente,
na opinido de Chen et al. (2008), em condi¢des especiais
essas células também possuem a capacidade de diferenciar
em tecidos de origem ectodermal e endodermal, sendo fa-
cilmente isoladas e expandidas in vitro.

Os primeiros estudos demonstrando o potencial de
transdiferenciacao das CTMs em células neurais foram con-
duzidos por Woodbury et al. (2000) e Sanchez-Ramoz et al.
(2000) que utilizaram células provenientes da medula 6s-
sea de humanos e roedores. Woodbury et al. (2000) utiliza-
ram protocolos de transdiferenciagio baseados em agen-
tes quimicos antioxidantes (f3-mercaptoetanol, butilato de
hidroxianisole, dimetilsulféxido), enquanto Sanchez-Ra-
moz et al. (2000) testaram protocolos com acido retindico
e fatores neurotrépicos em células previamente tratadas
com EGF. No primeiro estudo as células apresentaram ra-
pida mudanca morfolégica, além da expressdo de marca-
dores neurais. Atualmente, além da utilizagcdo dos agentes
quimicos, os protocolos baseiam-se na utilizacdo de fatores
de crescimento (Naghdi et al. 2009, Bae et al. 2011, Nour-
bakhsh et al. 2011), fatores neurotrdpicos (Barzilai et al.
2008), liquido cefalorraquidiano autélogo (Ye et al. 2011)
e fitoterapia (Hu et al. 2011). Particularmente na espécie
equina, os estudos estdo focados na demonstracdo da capa-
cidade de diferenciacdo das CTMs-MO principalmente em
tecidos de origem mesodermal, sendo inexistente ou escas-
sa a avaliacdo do potencial de transdiferenciacdo neural.
Nesse sentindo, o objetivo desse estudo foi avaliar o poten-
cial de transdiferenciacdo neural das CTMs provenientes da
medula 6ssea de equinos utilizando dois protocolos.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizadas oito amostras de medula 6ssea (20mL/amos-
tra) provenientes de quatro equinos mestigos higidos, de ambos
os sexos e com idade entre 4 a 12 anos, selecionados mediante a
avaliagdo clinica e hematoldgica prévia. O protocolo experimen-
tal foi aprovado pelo comité de ética e bem estar animal da Uni-
versidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, campus Botu-
catu. Todos os procedimentos foram realizados sob as diretrizes
internacionais para o cuidado e uso de animais experimentais.

Colheita da medula éssea

A puncio aspirativa da medula 6ssea (MO) foi realizada con-
forme a metodologia descrita por Barreira et al. (2008) com
modificagdes. Para isso, os animais foram mantidos em estacao,
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contidos em brete e sedados com 0,5mg kg xilazina (Sedomin®,
Koning, ARG). Em seguida, foi realizada a tricotomia de uma area
de 5x20cm na regido referente ao osso esterno de cada eqiiino.
Apoés aidentificagdo da quinta esternebra foi realizado anti-sepsia
e bloqueio anestésico local (Xylestesin® 2%, Cristalia, BRA). Uma
vez bem fixa a agulha de pun¢do modelo Komiyashiki® dentro do
esterno, o mandril foi retirado e se procedeu a aspiracdo da me-
dula 6ssea com auxilio de duas seringas de 20mL contendo 2mL
de heparina a 5000 Ul/mL (Hemofol®, Cristalia, BRA) e 2mL de
tampdo Salina-Fosfato pH 7,2 (PBS® 1x, LGC Biotecnologia, BRA).
Apbs a colheita, as amostras foram encaminhadas imediatamente
ao laboratorio e processadas.

Isolamento e cultivo das células-tronco mesenquimais

As amostras de MO foram previamente filtradas utilizando-se
um equipo de transfusdo (Biosani®, BRA), sendo em seguida pro-
cedida a primeira centrifuga¢io (Centrifuga Hermle Z200A, GER)
a 250g por 10 minutos para descarte da gordura e plasma sobre-
nadante. Ao material remanescente adicionou-se meio DMEM
baixa glicose (Invitrogen Gibco® USA) na proporg¢do 1:1, sendo
posteriormente acrescido o Ficoll- paque™ premium 1073 (GE
Healthcare Life Sciences®, SWE) lentamente(1:1) para separagio
da fracdo de células mononucleares a 350g por 30 minutos. A fra-
¢do mononuclear foi aspirada e lavada duas vezes em meio DMEM
baixa glicose a 250g por 10 minutos. Apos a ultima lavagem o pelet
de células mononucleares foi suspenso e cultivado em meio DMEM
baixa glicose/F12 (1:1), 20% soro fetal bovino, penicilina/estrep-
tomicina (1%) e anfotericina B (1,2%) (Invitrogen Gibco®, USA)
a 37,5°C em atmosfera timida contendo 95% de ar e 5% CO,. O
meio de manutengio foi trocado a cada 2 ou 3 dias até a confluén-
cia celular minima de 80%, onde se procedeu a tripsinizagdo para
caracterizacgdo e diferenciagdo dos subcultivos das CTMs.

Analise na citometria de fluxo para os marcadores de super-
ficie celular

A caracterizacdo imunofenotipica das CTMs previamente a
transdiferenciacio neural foi realizada ao final do cultivo prima-
rio no citometro FACSCalibur (Becton Dickinson and Company,
USA), utilizando os anticorpos monoclonais mouse anti-rat CD90
(Caltag Laboratories, EUA) e mouse anti-human CD34 (Becton
Dickinson and Company, USA) marcados com a sonda isoticiato
de fluoresceina (FITC). Durante a andlise foram contabilizados
10.000 eventos.

Diferenciagio osteogénica

Apbs confluéncia de 80% em cultivo primario, as CTMS foram
tripsinizadas com Triple express (Invitrogen Gibco®, USA) e acon-
dicionadas em placas de seis pogos (Sarstedt®, USA) com meio
DMEM/F12 (1:1) acrescido de 20% soro fetal bovino, antibidtico
e antifliingico. Quarenta e oito horas apds a incubagio, o meio de
manuten¢do foi removido e o meio de diferenciagdo osteogenico
STEMPRO® (Invitrogen Gibco®, USA) foi acrescido ao subcultivo.
0 meio foi trocado a cada dois a trés dias e, a confirmacgdo da dife-
renciagdo osteogénica foi realizada mediante a demonstragio da
deposicdo de matriz de calcio utilizando o método de coloragdo
histolégico com Alizarin red pH 4,2 (Sigma-Aldrich Corp, USA).

Diferenciacdo neural

A diferenciagdo neural foi conduzida testando-se dois proto-
colos de diferenciagdo para CTMs previamente caracterizadas. Os
protocolos utilizados estdo descritos abaixo:

Protocolo 1 (P1)- Meio basal para células-tronco neurais,
acrescido de 5 mM forksolin (0,001%) e 500 uM &cido retindico
(0,002%) (Millipore Corporation®USA) por 48 horas.
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Protocolo 2 (P2)- Meio DMEM baixa glicose acrescido de 1mM
2-Bmercaptoetanol (0,007%) (Sigma-Aldrich Corp®, USA) (Woo-
debury et al. 2000, com modifica¢des) por 18 horas.

Protocolo Controle - CTMs indiferenciadas ndo submetidas
a tratamento e mantidas em meio DMEM baixa glicose/F12 na
proporgao de 1:1 acrescido de 20%, soro fetal bovino, penicilina/
estreptomicina (1%) e anfotericina B (1,2%) (Invitrogen Gibco®,
USA).

As CTMs em primeira passagem e prévia caracterizacdo foram
mantidas em meio de manutencdo do protocolo controle até a
confluéncia celular de 80%. Uma vez confluentes o meio de manu-
tengdo foi removido e os meios de diferenciacdo foram acrescidos.
No protocolo 1, previamente a indugdo neural as células foram
mantidas por 18 horas em meio basal para células-tronco neurais
acrescido de 10ng/mL fator de crescimento fibroblastico basico
(Millipore Corporation®, USA). Apo6s esse periodo foi adicionado
ao meio basal o forksolin e &cido retindico durante dois dias nas
proporgdes discriminadas acima e com troca diaria.

No protocolo 2 as células ndo foram submetidas a pré-diferen-
ciagdo, conforme descrito por Woodebury et al. (2000), pois em
estudos pilotos prévios verificamos que as células modificavam-
-se muito morfologicamente logo na primeira hora de tratamento,
interferindo assim na avaliagdo do protocolo proposto.

Apbs o periodo de diferenciagio as células foram preparadas
para analise fenotipica utilizando-se os marcadores GFAP e 33 tu-
bulina. O processo de diferenciagido, bem como de avaliacdo foram
realizados em quadruplicatas para cada protocolo proposto.

Citometria de fluxo para os marcadores neurais

A analise fenotipica foi conduzida utilizando os anticorpo
primarios anti GFAP (Invitrogen Gibco®, USA) e anti 33 tubuli-
na (Millipore Corporation®, USA) marcados com Alexa fltior 488.
Para isso, as células provenientes de P1, P2 e CTMs indiferencia-
das foram tripsinizadas, resuspendidas em PBS e acondicionadas
em tubos de polipropileno (Becton Dickinson® and Company,
USA). Previamente a incubagdo com os marcadores, as células fo-
ram fixadas e permeabilizadas com o kit (Becton Dickinson® and
Company, USA) para facilitar a difusdo dos anticorpos utilizados.
Em seguida, os anticorpos foram adicionados e as células incu-
badas no escuro por uma hora para leitura no citdbmetro de fluxo
FACS Calibur (Becton Dickinson® and Company, USA).

Analise estatistica dos dados

Para andlise estatistica, a variavel dependente binomial (ex-
pressdo das proteinas na citometria fluxo) dos diferentes protoco-
los foi analisada através do teste de regressao logistica utilizando
o PROC LOGISTIC do SAS (SAS, Inst. Inc., Cary, NC, USA). Quando
o efeito de tratamento foi significativo utilizou-se o LSD com o co-
mando LSMEANS PDIFF do PROC GLM do SAS. Fontes de variagdo
no modelo, incluindo tratamento, foram consideradas como efeito
fixo. Como efeito aleatério adotou-se os animais (tratamento). Os
resultados estdo apresentados como porcentagem. Foi adotado o
nivel de significancia de 5% (P<0,05).

RESULTADOS

As células provenientes da fracdo mononuclear da MO
apresentaram aderéncia ao plastico entre 24 e 48 horas e
morfologia fibroblast6ide inicialmente com quatro dias de
cultivo. No periodo compreendido de 15 a 22 dias ( X = 22)
de cultivo foi alcan¢ada a confluéncia celular = 80%, sen-
do conduzida analise imunofenotipica para os marcadores
CD90 e CD34 previamente a diferenciacdo neural.
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A analise revelou elevada expressdo do marcador CD90
(X=97,94%) e auséncia de expressdo para o marcador
CD34, conforme demonstrado na Figura 1. Adicionalmente,
o potencial de diferenciagdo das CTMs em outra linhagem
mesenquimal foi confirmado pela diferenciagio osteogénica
10 dias ap6s a exposicdo ao meio de diferenciagao. As CTMs
inicialmente com morfologia fibroblastéide adquiriram
morfologia predominantemente poligonal e depositaram

grande quantidade de matriz extracelular de calcio compro-
vada pela coloracgdo positiva com Alizarim red (Fig.2).

A exposicdo das CTMs aos protocolos de diferenciagdo
neural ocasionaram mudangas morfol6gicas em graus varia-
dos. No protocolo 1, apés a exposicdo ao meio de pré-dife-
renciacdo, as CTMs demonstraram pequena retragao celular.
Vinte quatro horas apds a incubagdo com o meio de diferen-
ciacdo neural do protocolo 1, grande proporc¢do (>80%) de

Fig.3. Diferenciacdo neural das CTMs com forksolin e acido retinoico (P1). (a) CTMs indiferenciadas demonstrando morfologia
fibroblastoéide. (b) Células apds exposicdo ao meio de pré-diferenciagdo demonstrando discreta mudanga morfolégica. (c,d) Cé-
lulas apresentado retragdo do corpo celular (setas vermelhas) e presenga de inimeros prolongamentos citoplasmaticos (setas
pretas) apo6s 24 horas de exposicdo a P1. (e,f) Células apresentado retragio do corpo celular (setas vermelhas) e presenca de
inimeros prolongamentos citoplasmaticos (setas pretas) apos 48 horas de exposicdo a P1. Obj.10x (c), 20x (a,b,d,e), 40x (f).
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células apresentaram morfologia semelhante a células neu-
rais, caracterizadas por retracao do corpo celular e grande
numero de proje¢des protoplasmaticas (filopodia) que se in-
tensificaram ao término das 48 horas de exposi¢do ao meio
de diferenciagdo (Fig.3). Por outro lado, de forma comparati-
va, logo apds a exposicdo ao antioxidante 3-mercaptoetanol
(P2), as CTMs apresentaram rapida mudang¢a morfoldgica
caracterizada principalmente por retragdo do corpo celu-

lar e menor nimero de proje¢des protoplasmaticas (Fig.4).
Também ficou evidenciada com o uso deste protocolo, me-
nor aderéncia das células ap6s tempo de exposicdo ao meio
de diferenciagdo, quando comparado ao P1.

Com relagdo a andlise fenotipica foi observada uma
maior (P<0,001) expressdao do GFAP em P2 (95,2%) e no
controle (91%) em comparacdo ao P1 (76,8%). Diferencas
(P=0,3095) entre P2 e o controle ndo foram observadas. Ja
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Fig.5. Analise imunofenotipica FACS das células-tronco mesenquimais de equino transdiferenciadas
(P1 e P2) e indiferenciadas (P3). a, b, c) Histogramas das células tratadas com forksolin e acido
retindico (P1); a- controle, b- GFAP, c- 33 tubulina. d, e, f) Histogramas das células tratadas com
2-Bmercaptoetanol (P2); d- controle, e- GFAP, f- 33 tubulina. g, h, i) Histogramas das CTMs indife-
renciadas, ndo submetidas a nenhum tratamento (Controle); g- controle, h- GFAP, i- 33 tubulina.
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o marcador (3 tubulina foi expresso em maior (p<0,001)
proporg¢do no P2 (86%), seguido de P1 (78,5%) e controle
(69,1%). Os histogramas referentes a andlise fenotipica es-
tio apresentados na Figura 5. E importante ressaltar, que
de forma surpreendente as CTMs que ndo foram submeti-
das a nenhum tratamento também expressaram ambos o0s
marcadores neurais (Fig.5).

DISCUSSAO

O potencial das células tronco mesenquimais (CTMs) de
transdiferenciar em certos tipos de células neurais tem
despertado grande interesse, fomentando diversas pesqui-
sas que visam o uso terapéutico deste tipo celular para o
tratamento de diversas enfermidades de origem neurolé-
gica. Entretanto, dados claros e inequivocos em relacdo a
esta transdiferenciacdo ainda precisam ser obtidos para
fundamentar a validade de tais terapias.

No presente trabalho, as CTMs isoladas da medula 6ssea
de equinos adultos foram adequadamente caracterizadas
de acordo com os critérios estabelecidos pela Sociedade
Internacional de Terapia Celular para CTMs humanas (Do-
minici et al. 2006), ou seja, apresentaram caracteristicas de
aderéncia ao plastico, morfologia fibroblastéide, elevada
expressao do marcador CD90 (>95% positividade), nega-
tividade de expressdao ao marcador de células hematopoi-
éticas CD34 e responderam positivamente a diferenciagao
osteogénica. Duas ou mais dessas caracteristicas também
foram encontradas em outros estudos durante a caracte-
rizagdo de CTMs equinas provenientes do tecido adiposo
(Carvalho et al. 2009, Carvalho et al. 2011), medula 6s-
sea (Arnhold et al. 2007, Guest et al. 2008, Radcliffe et al.
2010), sangue periférico (Martinello et al. 2010) e matriz
do corddo umbilical (Hoynowski et al. 2007).

Na ultima década diversos tratamentos tém sido descri-
tos visando a inducdo da diferenciacdo de CTMs em precur-
sores neurais em diferentes espécies. Todos os protocolos
utilizados até o momento podem ser divididos em trés cate-
gorias basicas: 1) uso de agentes quimicos; 2) uso de fatores
de crescimento, e 3) cultivo de neuro-esfera, bem como a
combinagdo entre estas categorias (Montzka et al. 2009).
Neste experimento foram testados dois protocolos de indu-
¢do quimica da diferenciacdo neural, sendo que no primeiro
deles as células foram pré-tratadas com o fator de cresci-
mento bFGF. Em ambos os protocolos observou-se mudanga
morfoldgica apds o tratamento, sendo que esta ocorreu de
forma mais abrupta no P2. Resultados semelhantes foram
relatados por Woodbury et al. (2000) utilizando o mesmos
agentes quimico e por Mammadov et al . (2011) com acido
retindico. Da mesma forma Hu et al. (2011) observaram al-
teracdes morfolégicas usando Salvia miltiorrhiza e Nour-
bakhsh etal. (2011) utilizando fatores de crescimento.

Recentemente Mammadov et al. (2011) demonstra-
ram que as CTMs submetidas a transdiferenciacdo neu-
ral com acido retindéico modificam lentamente sua mor-
fologia, enquanto que o uso de agentes quimicos como o
-mercaptoetanol, o DMSO, e o KCl promovem uma rapida
mudanga atribuida a um artefato técnico devido ao enru-
gamento celular e ndo a aquisicdo da morfologia neuronal.
Segundo estes autores, mudancas morfoldgicas mais lentas

Pesq. Vet. Bras. 32(5):444-452, maio 2012

estao correlacionadas com a regulacdo de genes que reque-
rem tempo para conversdo em um tipo celular totalmen-
te diferente, enquanto as mudancas rapidas parecem ser
simplesmente decorrentes da a¢do toxica dos compostos.
Esta mesma opinido é compartilhada por Neuhuber et al.
(2004) que observaram que as mudancas morfoldgicas
para o fenotipo neural durante a transdiferenciacdo com
uso de agentes quimicos podem ser resultantes da quebra
do citoesquelo e retragcdo da borda celular. No presente
trabalho a utilizacido do B-mercaptoetanol foi comparada a
associacao do acido retindico com o forskolin. O forskolin é
um agente ativador da adenilato ciclase e esta relacionado
aos niveis de adenosina monofosfato ciclica (cAMP), sendo
considerado um dos melhores indutores da diferenciagao
neural para CTMs (Jori et al. 2005). Entretanto, de acordo
com Zang et al. (2011) a mudanc¢a morfoldgica causada
pelo AMPc nas CTMs também € ocasionada por alteracoes
do citoesqueleto e enrrugamento celular, ndo sendo acom-
panhada por modificagdes da expressao génica das células.

A estimativa da diferenciacdo neural tem sido forte-
mente baseada na morfologia das células, e na expressao
de marcadores neurais (Deng et al. 2001, Jori et al. 2005).
Apesar de ambos os protocolos utilizados no presente ex-
perimento, induzirem altera¢des na morfologia celular que
estdo associadas a modifica¢des do citoesqueleto, indican-
do uma acgio inespecifica, a expressdo de marcadores neu-
rais foi detectada com sucesso. A expressdo dos marcado-
res gliais (GFAP) e/ou neurais (3 tubulina) observadas na
analise fenotipica apds o tratamento com 3-mercaptoetanol
(P2), bem como com acido retinoico e forksolin (P1) tam-
bém foram relatadas por Safford et al. (2004), Kingham et
al. (2007), Bae et al. (2011), Ni et al. (2010) e Nourbakhsh
et al. (2011) utilizando diferentes protocolos de “diferen-
ciagdo neural”. Neste experimento a analise imunofenotipi-
ca demonstrou maior expressao dos marcadores GFAP e 33
tubulina no P2 comparativamente ao P1. Apesar disso a
quantidade de células aderidas no P1, bem como a manu-
tencdo do “fenotipo neural” foi qualitativamente superior a
observada no P2. Essa melhor aderéncia e integridade ce-
lular observadas em P1 podem ser decorrentes da menor
toxidade do forksolin associado ao acido retin6ico quando
comparado ao -mercaptoetanol.

Por outro lado, as CTMs que ndo foram submetidas a
nenhum tratamento (controle) também expressaram am-
bos os marcadores neurais. Estudos utilizando diferentes
técnicas (citometria de fluxo, imunocitoquimica, wester
blot, PCR em tempo real) tém demonstrado que as CTMs
provenientes de diferentes fontes ndo expostas ao meio de
diferenciacdo neural expressam naturalmente alguns mar-
cadores neurais como nestin, 3 III tubulina, GFAP, tau e ti-
rosina hidroxilase (TH) em proporgdes variaveis (Safford
etal. 2004, Kingham et al. 2007, Pelegrino 2009, Neuhuber
etal. 2011). Adicionalmente tentativas prévias para identi-
ficar a expressdo genética basal de CTMs revelaram a pre-
senca de genes caracteristicos de células da linhagem en-
dotelial, epitelial e neural, sendo que os RNAs relacionados
a linhagem neural estdo entre os 50 genes mais abundan-
tes encontrados em outras linhagens celulares incluindo o
marcador nestin (Montzka et al. 2009).
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E conhecido que CTMs que permanecem longo tempo
em cultura (4 ou 5 passagens) podem sofrer diferencia-
¢do espontanea para linhagens semelhantes a neurais sem
o estimulo de citocinas ou agentes quimicos (Tseng et al.
2007). Além disso, neuroester6ides como a dexametasona
e o estradiol sdo moduladores conhecidos de varias prote-
inas gliais induzindo a diferenciagdo de CTMs em células
da linhagem neural que expressam nestin e a 3 Il tubulina
(Bronzi et al. 2010). Embora, no presente estudo as CTMs
utilizadas ndo tenham sido cultivadas por longos periodos,
foi adicionado ao cultivo 20% de SFB, substancia esta sa-
bidamente rica em ester6ides como os glicocorticéides e o
estrogeno. Estes hormdénios podem ter interagido com ou-
tros fatores de crescimento, também presentes no soro, de-
sencadeando uma cascata de eventos em certa populagao
de CTMs mais propensa a indugdo da diferenciacdo neural,
o que resultou na expressio dos marcadores observada no
grupo controle.

Entretanto, deve-se considerar que embora a presenca
destes marcadores moleculares seja um aspecto importan-
te na caracterizacdo da linhagem neural de células em culti-
vo, o principal aspecto a ser considerado ainda é a avaliacdo
da funcionalidade das células transdiferenciadas através
da mensuracdo do seu potencial de a¢do. Neste sentido,
poucos sdo os trabalhos que comprovam a funcionalidade
das células transdiferenciadas in vitro. Pelegrino (2009)
estudando CTMs provenientes da polpa dentaria humana
observou, nao sé a expressdo dos marcadores nestin e 33
tubulina, mas também o disparo do potencial de agdo nas
células ndo submetidas a nenhum tratamento. Resultados
como este ressaltam que a expressdo natural de marcado-
res neurais em CTMs previamente a exposicdo aos “meios
de diferenciagio neural” e até mesmo a deflagracdo do po-
tencial de agdo, embora possam ocasionar duividas em re-
lacdo a diferenciacido para o fenétipo neural, sdo achados
importantes por demonstrar a possibilidade de aplicagdo
das CTMs em estado indiferenciado para diferentes enfer-
midades neurais.

A andlise dos resultados do presente experimento de-
monstra que a habilidade das CTMs em gerar tipos celulares
relacionados a linhagem neural é complexa e multifatorial,
dependendo ndo s6 dos agentes indutores, mas também do
ambiente no qual estas células sdo cultivadas. Além disso
o presente experimento indica que a sele¢do celular base-
ada na aderéncia ao plastico, plasticidade e fenotipagem
origina o desenvolvimento de uma populagdo ainda hete-
rogénea que responde de forma individual e imprevisivel
aos estimulos do meio de cultivo e fatores de inducdo de
diferenciacdo. Desta forma um maior nimero de estudos
é necessario para o melhor entendimento do processo de
transdiferenciacdo neural a partir de CTMs de equinos.
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