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RESUMO

DIAS, M.C. Estudo da capacidade imunomoduladora in vivo de células-
tronco mesenquimais obtidas das matriz do cordao umbilical equino.
2015. 66p. Dissertagdo (Mestrado) — Curso de PG em Biotecnologia Animal,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual
Paulista, Botucatu, 2015.

Células tronco mesenquimais (CTMs) possuem potencial terapéutico regulando
a inflamacgao, prevenindo a formagao de feridas e regenerando tecidos. Por sua
propriedade imunomoduladora, tem sido estudadas no transplante alogénico. As
CTMs derivadas de anexos fetais sdo destaque por serem de facil obtencéo, de
tecidos geralmente descartados e com grande possibilidade de formacao de
bancos. O presente trabalho objetiva avaliara resposta inflamatéria in vivo do
musculo gluteo médio a inoculagdo alogénica de CTMs derivadas de cord&o
umbilical equino. As CTMs foram cultivadas e caracterizadas por meio de
imunofenotipagem e diferenciagdo em linhagens mesodermais e entao,
criopreservadas. Apos descongelacdo e expansdo as CTMs foram
transplantadas no dia 0 no musculo gluteo médio direito e esquerdo, em duas
regides diferentes, em seis éguas higidas. Como controle foram realizadas
injecoes de Solucdo Balanceada de Hank's caudalmente as regides onde foram
transplantadas as CTMs. As bidpsias musculares forma realizadas 30 dias antes
do transplante de CTMs, bem como dois dias depois do transplante e 7 dias apos
o transplante. Todos os transplantes e bidpsias foram precedidos pelo exame
ultrassonografico além de colheita de sangue para os parametros
hematolégicos. As CTMs foram bem caracterizadas, apresentaram alta
clonicidade e n&o provocaram alteracdo nos parametros hematologicos. O
exame ultrassonografico revelou aspecto sugestivo de reacao inflamatéria 48
horas apés os transplantes em ambos os grupos, controle e tratadoNa avaliagao
histolégica ndo foram encontradas diferencas entre os grupos tratado e controle
em nenhum dos momentos estudados. Uma discreta diferenca no parametro de
infiltrado neutrofilico foi encontrada entre D30 e D2 apenas no grupo tratado
(P<0,05), entretanto ndo houveram diferengas em D7. Desta forma, podemos
concluir a terapia celular nao incitou resposta inflamatéria sistémica e local aos
receptores, demonstrando pela primeira vez, que o uso alogénico de CTMs do
corddao umbilical equino pode ser realizado com seguranga em lesdes no
musculo gluteo médio de equinos.

Palavras-chave: células tronco mesenquimais, imunomodulagdo, matriz do
cordao umbilical, transplante.



ABSTRACT

DIAS, M.C. Study of the immunomodulatory in vivo capacity of equine
umbilical cord mesenquimal stem cells 2015. 66p. Dissertation (Magister
scientiae) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, campus Botucatu,

Sao Paulo State University.

Mesenchymal stem cells (MSCs) have therapeutic potential regulating inflammation,
preventing the formation of wounds and regenerating tissues. MSCs derived from
fetal membranes are highlighted because they are easy to obtain, from tissues
usually discarded and with great possibility of bank formation. This study evaluated
the in vivo inflammatory response of the gluteus medius muscle to the inoculation of
allogeneic MSCs derived from equine umbilical cord. MSCs were cultured and
characterized by immunophenotyping and differentiation into mesodermal lineages,
and next cryopreserved. After thawing and expansion of MSCs transplantation was
performed on day 0 in the right and left middle gluteal muscle at two different regions
in six healthy mares. Likewise, for the control group, an injection of Hank's-Balanced
Solution was performed caudally to the regions where MSCs were transplanted.
Muscle biopsies were performed 30 days before the transplantation of MSCs, 2 days
and 7 days after transplantation. All biopsies and transplants were preceded by
ultrasonographic examination, and blood samples retrieval for hematological
parameters. The biopsies were be analyzed by histological techniques. The MSCs
were well characterized, and possessed high clonogenicity causing no changes in
the hematological parameters evaluated. Ultrasound examination was suggestive of
inflammation 48 hours after transplantation in both groups, control (C) and treated
(T). Histological evaluation found no differences between C and T groups in any of
the time points studied. A discrete temporal inflammation were found between D30
and D2 (P <0.05) only in the T group, however no differences were found in D7.
Thus, we conclude that the cellular therapy did not incited systemic inflammatory
response to recipients, demonstrating, for the first time, that the allogeneic use of
MSCs from equine umbilical cord are safety for use in horse gluteus medium injury.
Keywords: mesenchymal stem cells, immunomodulation, umbilical cord matrix,

transplant.
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INTRODUGAO

Os estudos relacionados as células-tronco s&o de grande importancia e
estdo em constante ascenséo devido a sua capacidade de regenerar tecidos e
orgaos lesados e a sua aplicabilidade no campo terapéutico. Esse assunto é
destaque tanto na medicina humana quanto na veterinaria, tendo sido nesta
ultima, desenvolvidas terapias celulares principalmente com células-tronco
mesenquimais (CTMs) (RIBITSCH et al., 2010). As CTMs possuem potencial
terapéutico devido a sua capacidade de diferenciagdo em multilinhagens, bem
como atuagao no reparo tecidual secretando fatores de crescimento, modulando
a inflamacao e regenerando tecidos (VOSWINKEL et al., 2013).

A terapia com células-tronco é uma alternativa assistencial na reparagao
das lesdes musculoesqueléticas frequentemente apresentadas por equinos. Isso
€ de grande significancia por reduzir custos e tempo de tratamento (DOUAT,
2004). A alta incidéncia de recidivas deve-se ao tipo e intensidade de exercicios,
muitas vezes incorretos, a que esses animais sdo submetidos; uma vez que
apresentam boa capacidade e resisténcia para realizar atividades fisicas
(RESENDE, 2005).

Apesar das CTMs serem encontradas em grande quantidade na medula
ossea (MO), outras fontes vem sendo estudadas, pois 0 numero de células-
tronco presentes na MO, assim como sua capacidade de diferenciagao, diminui
com a idade. Desta forma, os anexos fetais sdo fontes ricas de CTMs e com
grande potencial terapéutico, pois se diferenciam e se expandem com maior
competéncia que as células colhidas de um organismo adulto (CARRADE et al.,
2011b).

Uma caracteristica fundamental das CTMs, que as tornam foco de
atencao terapéutica é sua capacidade imunomoduladora (WAN et al., 2008).
Apesar disso, 0os mecanismos envolvidos nessa propriedade nao estdo
totalmente elucidados. Diante de sua interagdo com o tecido ao serem
transplantadas, as CTMs desencadeiam a liberacdo de citocinas anti-
inflamatdrias e fatores de crescimento, os quais promovem a modulagdo da
reagdo inflamatéria e a reparagdo tecidual (MONTEIRO et al., 2010).
Adicionalmente, as CTMs expressam moléculas do complexo de

histocompatibilidade maior (MHC) classe |, mas ndo da classe Il (TYNDAL et al.,



2007). Isso contribui para a nao rejei¢cao das células indiferenciadas (WAN et al.,
2008).

CTMs derivadas de tecidos adultos geralmente fornecem células para
terapias autélogas, tornando o tratamento oneroso e sem garantia de seu efeito
ja que nao é possivel a padronizagdo da amostra e a realizagdo do tratamento
durante a fase aguda da doenga. As CTMs derivadas de anexos fetais superam
essa desvantagem. Por ser uma fonte ndo invasiva de CTMs, os anexos fetais
permitem a criagdo de bancos, permitindo sua padronizacéo e disponibilizando
CTMs de forma imediata (HASS et al., 2011; DYSON, 2013).

Pesquisas sugerem que CTMs equinas derivadas de anexos fetais,
incluindo tecido do corddao umbilical, ndo causam rejeicdo pelo hospedeiro
quando administradas por via intra-articular e intradérmica (CARRADE et al.,
2011a; CARRADE et al., 2011b). Pode-se, ainda, inferir que as CTMs derivadas
de anexos fetais tem um maior poder imunomodulador quando comparadas as
derivadas de fontes equinas adultas (SCHNABEL et al., 2013).

Freitas (2012) avaliou morfologicamente a resposta inflamatéria de CTMs
marcadas apds transplante autélogo e alogénico em tecido muscular de equinos
derivadas de medula éssea. Para a analise da imunogenicidade das CTMs foram
realizadas bidpsias musculares apds 24 horas no local do transplante e as
alteragdes morfolodgicas encontradas nao sugeriram reacgao inflamatéria.

Apesar de promissor, o tratamento alternativo ou complementar das
afecgdes em equinos utilizando células-tronco ainda necessita de pesquisas que
estudem densamente as propriedades e caracteristicas dessas células (PIGOTT
et al., 2013).

OBJETIVOS
Objetivos Gerais

Avaliar a resposta sistémica e tecidual do musculo gluteo médio
superficial in vivo, sem lesao prévia ao transplante alogénico de células-tronco
mesenquimais provenientes da matriz intervascular do corddo umbilical de

equinos.



Objetivos Especificos
Avaliar a expressao dos marcadores de superficie celular (CD44, CD90,
CD34, MHC-II, potencial de diferenciagao e clonicidade das CTMs-CU.

Avaliar a imunogenicidade das CTMs-CU mediante a analise da
expressao do MHC-II.

Detectar, através de exame hematoldgico, ultrassonografico e bidpsia
muscular seriada, a resposta sistémica e tecidual do musculo gluteo médio
superficial sem lesdo prévia ao transplante alogénico de células-tronco
mesenquimais provenientes da matriz intervascular do corddo umbilical de

equinos.

HIPOTESES

As CTMs-CU apresentam uma boa expansao in vitro, potencial de
diferenciacdo, clonicidade e expressdo de marcadores imunofenotipicos
caracteristicos de outros tipos de CTMs (como as do tecido adiposo e medula
Ossea).

As CTMs-CU produzem citocinas pré e anti-inflamatérias durante o cultivo
primario e subcultivos in vitro.

As CTMs-CU transplantadas para o musculo gluteo médio de equinos nao
irdo induzir a resposta sistémica e tecidual de modo a causar sua inviabilidade

para uso terapéutico.

REVISAO DE LITERATURA
1.1 Biologia das células-tronco

As células-tronco podem ser definidas por duas propriedades
fundamentais: a capacidade de autorrenovacido, permitindo que elas se
multipliquem por um longo periodo em células idénticas as originais e a de
diferenciacdo em outras linhagens celulares, produzindo células especificas de
um determinado tecido (BECKER et al.,1963).



Essas células classificam-se quanto ao seu potencial de diferenciacéao,
sendo divididas em totipotentes, pluripotentes, multipotentes ou unipotentes; e
considerando sua origem, em células-tronco embrionarias (CTEs) e n&o
embrionarias ou adultas (CTAs) (BJORNSON et al., 1999; CLARKE et al., 2000).
As CTEs derivadas dos blastémeros de embrides de até oito células sdo
consideradas totipotentes por serem capazes de se diferenciar nas trés camadas
classicas do embrido (ectoderme, endoderme e mesoderme) e também em
células do folheto extraembrionario formadores da placenta. Quando originadas
da massa celular interna do embrido (blastocisto) sdo consideradas
pluripotentes, sendo também capazes de se diferenciar nas camadas citadas,
com excecao dos anexos fetais (ROSLER et al., 2004). Por sua capacidade de
diferenciagcao em todos os tipos celulares de um organismo, as mesmas podem
seguir um programa desorganizado de diferenciagdo e originar tumores
(teratomas). Ainda ha muito debate ético sobre a derivagdo de linhagens de
CTEs na medicina humana (HELMY et al., 2010). No Brasil, a lei de
Biosseguranca (Lei 11.105) regulamenta o uso do embrido humano (VARANDA,
2012).

As CTAs apresentam um potencial de diferenciagdo limitado se
comparadas as CTEs, quando multipotentes podem formar diversos tipos
celulares e suas fontes sdo inumeras, incluindo liquido amnidtico, cordao
umbilical, tecido adiposo, sistema nervoso central e medula éssea. Ja quando
unipotentes geram apenas um tipo celular, sendo responsaveis pela
regeneracao de tecidos particulares como a pele ou pela formagao dos gametas
(BAJADA et al., 2008).

Ainda sobre as CTAs, é seguro afirmar sobre a existéncia de uma grande
variedade de tipos. Dentre as quais, existem as células-tronco hematopoiéticas
(CTHSs), conhecidas ha mais tempo e formadoras de todos os tipos de células
sanguineas; e as CTMs, caracterizadas por elevada plasticidade, o que |hes
permite se diferenciar em diversos tipos celulares como osteoblastos, adipdcitos,
condrécitos e outros. Ademais, podemos citar como CTAs as de origem

epiteliais, musculares e neuronais (NARDI, 2007).

A medula 6ssea é a maior fonte de CTHs e uma importante fonte de
CTMs, contribuindo para a regeneragao de tecidos como osso, cartilagem,



musculo, ligamento, tenddo e tecido adiposo (ARAUJO, 2005). No entanto, a
localizac&o exata das células-tronco in situ ainda nao esta bem definida. Estudos
com CTMs revelaram que essas células residem proximas a vasos sanguineos
(CRISAN et al.,, 2008; CORSELLI et al.,, 2010). CTMs estdo envolvidas em
diversos processos fisiologicos e patolégicos no organismo, incluindo a
manutengdo da homeostase, envelhecimento, lesdo tecidual e doengas
inflamatorias (CHIDGEY et al., 2008; UCCELLI et al., 2008; SHI et al., 2010).

A injuria tecidual esta sempre acompanhada da ativagdo de células do
sistema imune, como macrofagos, neutrdfilos, linfocitos T (EMING et al., 2007),
assim como os mediadores inflamatérios fator de necrose tumoral (TNF-a),
interleucina 1 (IL-1), quimiocinas e outros (LUSTER et al., 2005). Apesar do
mecanismo n&o estar elucidado, células endoteliais e fibroblastos, associados a
produ¢cdo dessas moléculas, promovem mudangas no microambiente que
provocam a mobilizagcdo e diferenciagdo de CTMs locais ou recrutadas da
medula 6ssea. Muitos fatores incluindo citocinas como TNF- a, IL-1, interferon
gama (IFN-y), toxinas de agentes infecciosos e hipdxia estimulam a producé&o de
inumeros fatores de crescimento pelas CTMs, com o0s quais promovem 0
desenvolvimento de fibroblastos, células endoteliais e células progenitoras,

resultando em regeneracgao e reparacgao tecidual (HUNG et al., 2013).

Dentre os fatores paracrinos produzidos pelas CTMs, destacam-se
aqueles responsaveis pela manutencao da integridade endotelial e promotores
da angiogénese, como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e o
fator de transformacao de crescimento beta (TGF-B), devido a habilidade deles
de regular a proliferagédo de células endoteliais e produ¢ao de matriz extracelular,
reduzir permeabilidade endotelial e prevenir interagdes entre leucdcitos e células
endoteliais (LEE et al., 2011; GIACCA & ZACCHIGNA, 2012).

A recuperacéo funcional do tecido danificado provavelmente depende da
diferenciacdo de células progenitoras ou células-tronco do proprio tecido ou
organismo. Apesar de células-tronco transplantadas poderem se diferenciar em
células do tecido, elas, especialmente, produzem fatores de crescimento e
muitas quimiocinas que estimulam a reparagéao tecidual (MARRIOTT et al., 2008;
SHl et al., 2012).



Como consequéncia légica, acreditava-se que as CTMs ao serem
expandidas em cultura e administradas no organismo, iriam se diferenciar em
células funcionais. Alguns dos primeiros testes com CTMs foram baseados
nessa ideia (HORWITZ et al., 1999). Descobriu-se, porém, que as CTMs
expandidas em cultura pouco exercem essa fungao, propondo que a base de
seu efeito terapéutico é a secregao de fatores soluveis, quimiocinas e citocinas
imunomoduladoras pelas CTMs (OTSURU et al., 2012). Entretanto, o acumulo
de CTMs nos pulmdes ap0ds infusao intravenosa, o curto tempo de sobrevivéncia
e a distribuicdo limitadas a outros locais sugerem que as CTMs passam
rapidamente o seu efeito a células residentes que poderdo posteriormente
mediar o efeito imunomodulador e regenerativo induzido pelas CTMs
administradas (EGGENHOFER et al., 2014).

1.2 Células-tronco mesenquimais derivadas de cordao umbilical (CTMs-CU)

O menor questionamento ético-religioso no uso de CTMs em detrimento as
CTEs é uma maior limitagdo em seu potencial de diferenciacédo, evitando a
formacgao de tumores em sua aplicagado (HELMY et al., 2010), tem incentivado a
pesquisa, de base e clinica, com células-tronco mesenquimais. As fontes de
obtencao de CTMs mais presentes na pesquisa cientifica e pratica clinica séo a
medula dssea e o tecido adiposo. Porém, fontes alternativas estdo sendo cada
vez mais estudas para transpor limitagdes relacionadas a facilidade de
isolamento, caracteristicas de expansdao e complicagdes locais em doadores
(EGGENHOFER et al., 2014).

As CTMs obtidas da medula éssea sé&o geralmente autologas e para isso
0 animal é submetido a aspiragcao de medula éssea, um procedimento invasivo
e com riscos potencialmente graves como o de pneumopericardio além de ser
doloroso e incobmodo ao animal (DURANDO et al., 2010). Ademais, CTMs
derivadas de medula 6éssea demoram cerca de quatro semanas para serem
expandidas, o que impossibilita tratamento de enfermidades agudas no pico
inflamatério inicial (PATERSON et al., 2014).

O uso do tecido adiposo para o isolamento de CTMs tem tido apoio por

serem obtidas em grande quantidade e por meio de procedimento menos



invasivo e doloroso, além de ter menor taxa de morbidade quando comparada a
aspiragcéo de medula éssea (KISIDAY et al., 2008; PASCUCCI et al., 2010).

CTMs obtidas de outros tecidos estdao sendo estudadas, com destaque,
em aplicagdes clinicas de modo a comparar as CTMs isoladas de diferentes
fontes (PENNY et al., 2012).

Destacam-se, assim, as CTMs derivadas de anexos fetais (liquido
amniotico, membrana amniética, corddo umbilical e placenta) por serem de
obtencgao facil e ndo invasiva, de tecidos geralmente descartados e com grande
possibilidade de armazenamento para a criagdo de bancos. As CTMs originadas
da matriz extravascular do CU, mesmo sendo consideradas CTAs, mantem
caracteristicas dos tecidos embrionarios que os deram origem e de CTEs, como
a expressao do marcador Oct-4, um importante fator de transcrigao envolvido na
manutencdo da pluripotencialidade das CTEs, além da capacidade de
diferenciacdo em variados tecidos e grande proliferagdo, ndo demonstrando
imunogenicidade e tumorgenicidade (CREMONESI et al., 2011).

Foi demonstrado em estudo a diferenciacédo de CTMs derivadas da matriz
extravascular de CU em células do tipo neuronais (HOYNOWSKI et al., 2007) e
a diferenciacédo em hepatoécitos de CTMs derivadas do sangue do CU (REED &
JOHNSON, 2008). Sendo assim, esse potencial de diferenciacado seria maior que
as células classificadas como multipotentes, mas nao tdo grande como o de
células pluripotentes (CREMONESI et al., 2011; HOYNOWSKI et al., 2007).

Sé&o inumeros os estudos relatados com CTMs coletadas do sangue de
cordao umbilical, assim como da matriz extravascular (CREMONESI et al., 2011;
DE VITA et al., 2012; IACONO et al., 2012; KANG et al., 2013; BARBERINI et
al., 2014; LOON et al., 2014). O cordao umbilical € composto pela gelatina de
Wharton e trés importantes vasos, sendo recoberto pelo epitélio amnidtico. A
gelatina de Wharton € uma matriz gelatinosa e elastica de mucopolissacarideos
(acido hialurdnico e sulfato de condroitina) que protege a artéria e as duas veias
(FORRAZ & MCGUCKIN, 2010).



1.21 Caracterizagao

Existem critérios basicos para a definicdo de uma célula como célula-tronco
mesenquimal. Na medicina humana, a ISCT (International Society for Cellular
Therapy) definiu as CTMs como células plastico-aderentes que expressam os
marcadores de superficie CD73, CD90 e CD105 e nao expressam CD14 ou
CD11b, CD34, CD45, CD79 ou CD19 e MHC-II (DOMINICI et al., 2006).

O termo CD (Cluster designation: denominagdo de grupamento) é
empregado para denominar anticorpos monoclonais contra os antigenos
leucocitarios humanos (ROITT, 1999).

Além dos marcadores definidos pela ISCT, foram relatadas proteinas de
superficie adicionais expressas pelas CTMs humanas, incluindo CD29, CD44,
CD106 e CD166 (BARRY & MURPHY, 2004). Portanto, a imunofenotipagem é
necessaria e essa células devem ainda serem capazes de se diferenciar em
osteoblastos, adipdcitos e condroblastos (DOMINICI et al., 2006).

Em contraste com as CTMs humanas (DOMINICI et al., 2006), nenhum
dos critérios de caracterizagado uniforme estao disponiveis até o momento para
CTMs de origem equina. A disponibilidade de anticorpos monoclonais espécie-
especificos ou por reacdo cruzada é limitada e isso dificulta a adequada
imunofenotipagem das CTMs equinas (ROZEMULLER et al., 2010). Para
equinos, bem como para os ovinos, a caracterizagao completa de CTMs nao é
possivel, uma vez que n&o ha a disponibilidade de anticorpos que reconhegam
epitopos das diferentes espécies (DE SCHAUWER et al., 2011).

De Schauwer et al. (2011), com base no conhecimento atual das
pesquisas com CTMs de equinos, propuseram um painel uniforme para
assegurar que estdo sendo utilizadas CTMs nessa espécie. Além das
caracteristicas de serem aderentes ao plastico e apresentarem morfologia
fibroblastoide quando mantidas sob condigbes de cultura padrao seguindo os
critérios da ISCT, elas devem se diferenciar nas linhagens osteogénica,
adipogénica e condrogénica como demonstrado em diversos grupos de pesquisa
com células equinas. As CTMs equinas necessitam, ainda, expressar CD29,
CD44 e CD90 e nao expressar CD14, CD79 e MHC Il uma vez que a presenca

ou a auséncia desses marcadores foram relatadas por varios autores.
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Demonstra-se entdo, a importancia do desenvolvimento de produtos
especie-especificos para equinos, uma vez que poucos anticorpos atualmente
vendidos comercialmente reconhecem epitopos, sendo apenas encontrados o
CD13, CD44 e MHC 11.

Em CTMs indiferenciadas de equinos, a analise de expresséo de gene é
realizada principalmente para estudar a presenca ou auséncia de marcadores
de pluripoténcia que sdao normalmente utilizadas para caracterizar CTEs. Os
marcadores de pluripoténcia analisados até a presente data incluem os fatores
de transcricdo Oct-4, Sox-2 e Nanog (VIOLINI et al., 2009). Esses fatores de
transcricdo sao proteinas reguladoras que asseguram a supressao de genes que
levariam CTEs a se diferenciarem. O Oct-4 é essencial para a formacao de
células-tronco pluripotentes no embrido em fase inicial, por ser necessario no
processo de autorrenovacdo e diferenciagdo em multiinhagens (REED &
JOHNSON, 2008).

Um estudo recente realizado por Paebst et al. (2014) analisou a expressao
dos marcadores de superficie padronizados em humanos pela ISCT em CTMs
equinas derivadas de diferentes fontes, incluindo tecido adiposo (TA), medula
Ossea, tendao, sangue do corddao umbilical (SC) e tecido do corddo umbilical
(TC). Foi demonstrado um diversificado padrdo de expressao dos marcadores
de superficie de acordo com a fonte de CTMs utilizada. Os marcadores de
expressao positiva considerados pelo estudo como consistentemente
detectados em todas as fontes estudadas foram o CD29 e CD44, concordando
com trabalhos anteriores (RADCLIFFE et al., 2010; IACONO et al., 2012; DE
SCHAUWER et al., 2012).

Ainda neste estudo, uma alta porcentagem de células positivas para CD44
foi encontrada em CTMs-TA (97,18 £ 1,57%) e uma grande variagao foi relatada
em CTMs-TC e CTMs-SC evidenciado pelo valor do desvio padrao das amostras
(46,08 + 46,1% em CTMs-SC e 32,2 + 42,6% em CTMs-TC). Com relagao ao
CD90, apenas CTMs-TA tiveram expressao consistente (24,4 + 14,43%) quando
comparada as outras fontes, que responderam de forma variada contradizendo
outros estudos (RADCLIFFE et al., 2010; CORRADETTI et al., 2011; RANERA
et al., 2011; IACONO et al., 2012; DE SCHAUWER et al., 2012). Em CTMs-TC

a expressao de CD90 foi ausente. Este trabalho confirmou a rara expressao de
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CD73 assim como outros ja haviam relatado (RADCLIFFE et al., 2010; BRAUN
et al.,, 2010; RANERA et al., 2011; DE SCHAUWER et al., 2012). Ha grande
divergéncia entre autores que analisaram o marcador CD105, que relataram a
auséncia de expressdo (CORRADETTI et al., 2011; RANERA et al., 2011), baixa
expresséo (DE SCHAUWER et al., 2012) e expressao em altos valores (IACONO
et al., 2012).

A respeito dos marcadores de exclusao padronizados pela ISCT, o estudo
citado, demonstrou que as CTMs de equinos tiveram auséncia de expressao
assim como ja demonstrado anteriormente (RADCLIFFE et al., 2010; BRAUN et
al., 2010; CORRADETTI et al., 2011; RANERA et al., 2011; DE SCHAUWER et
al., 2012).

O CD44, apesar de ser nao ser especifico para CTMs, demonstrado pela
sua positividade de expressao em diversas células, mostra ser um marcador
mais confiavel uma vez que sua expressao foi correlacionada com todos os
marcadores positivos estudados nesse trabalho com excegcdo do CD73.
Nenhuma das fontes de CTMs equinas estudadas puderam satisfazer a
definicdo de CTMs humanas definida pela ISCT. Os autores também reportaram
neste estudo, diferengas individuais entre os doadores, evidenciadas pela
expressao heterogénea dos marcadores de superficie entre as células da

mesma fonte.

1.3 Imunomodulagao

Atualmente, existem centenas de trabalhos para avaliar a terapia com
CTMs em todo o mundo. O crescente interesse na terapia com essas células se
deve as suas fungdes na reparagdao de tecidos e na imunomodulagdo do
hospedeiro sem provocar respostas imunoldgicas de células T alorreativas ou
outras células efetoras (VOSWINKEL et al., 2013). Essa caracteristica € devido
a auséncia de MHC de classe Il e de ativadores de linfécitos T. CTMs possuem
algum nivel de expressao de MCH de classe | que podem ativar células T, mas
que concomitante a falta de moléculas coestimulatérias, ndo conseguem
provocar uma resposta imune (TSE et al., 2003). Assim, como descrito por Lee

et al. (2011), evidéncias emergentes sugerem que a maioria dos efeitos
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benéficos dessas células pode ser explicada pela secrecdo de fatores
terapéuticos que tem multiplos efeitos.

Rossignol et al. (2009) explicam essa caracteristica das CTMs, em parte,
pela sua produgdo de citocinas como o fator estimulante de colbénias de
macroéfagos, IL-6, IL-8, IL-12, fator de crescimento de hepatocitos, TNF-a e as
interleucinas imunossupressoras 10 (NEMETH et al., 2009) e TGF-B.

CTMs séao potentes inibidoras da proliferacdo e ativacdo de células T
(CASTILLO et al., 2008), da maturagao de células dendriticas (NAUTA et al.,
2007, JIANG et al., 2005) e da proliferacao e toxicidade das células assassinas
naturais por meio de fatores soluveis como o TGF- beta e prostaglandina E2
(SPAGGIARI et al., 2006; SOTIROPOULOU et al., 2006). Além disso, estimulam
a proliferagao de células T reguladoras (SVOBODOVA et al., 2012) e podem
diminuir a proliferacdo de células B (CORCIONE et al., 2006).

Portanto, as CTMs medeiam efeitos imunorreguladores na imunidade
inata e adaptativa pela modulagdo da ativacdo e proliferacdo de células T
(KRAMPERA et al.,, 2003), indiretamente através de fatores soluveis (DI
NICOLA, et al., 2002; LE BLANC et al., 2003) ou por contato fisico direto
(KRAMPERA et al., 2003) independentemente do reconhecimento pelo MHC.
Isso tém provocado muito interesse clinico nas CTMs como "doador universal de
células", particularmente na medicina regenerativa e para indug¢ao de tolerancia
em transplantes alogénicos (LE BLANC et al, 2004).

As CTMs transplantadas tem um periodo de duracgao curto no organismo,
por isso é importante que elas exergam seus efeitos e ative células com fenétipo
de regulagao rapidamente. As células T reguladoras podem perdurar os efeitos
das CTMs. Tem a possibilidade das CTMs incitar respostas de outras células
apenas com a sua presenca (EGGENHOFER et al., 2014).

Devido a estas potentes caracteristicas, as CTMs tém sido amplamente
exploradas para aplicagées em medicina regenerativa. Como relatado por Helmy
et al. (2010), as CTMs foram testadas em humanos, com resultados satisfatérios,
para o tratamento de enfermidades diversas, tais como transtornos
musculoesqueléticos, problemas cardiacos, doengas neuroldgicas, hepatopatias
como cirrose, diabetes do tipo | e Il, dentre outras. O efeito imunomodulador esta

sendo testado como adjuvantes no transplante alogénico para evitar a doenca
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do enxerto versus hospedeiro (LE BLANC et al., 2004; LAZARUS et al., 2005),
durante o transplante de 6rgdos de modo a evitar rejeicdo pelo hospedeiro
(BARTHOLOMEMW et al., 2002; INOUE et al., 2006; WAN et al., 2008; CROP et
al., 2009) e em doengas inflamatérias como a doencga do Crohn (LE BLANC et
al., 2008; NEWMAN et al., 2009).

A propriedade imunomoduladora apresentadas pelas CTMs varia de
acordo com a fonte de obtencdo das CTMs, com o numero de passagens em
cultura, com a dosagem de administragao e condigéo patoldgica do paciente (MA
et al., 2014).

No estudo descrito por Zhang et al. (2007), demonstrou-se que CTMs
coletadas da medula 6ssea de ratos regularam a resposta imune, reduziram a
producao de mediadores inflamatérios, preservaram enxertos no estagio inicial
apos transplante e prolongaram a vida do animal.

Estudos realizados com equinos, mostraram que as CTMs obtidas desses
animais nao alteraram de forma significativa os niveis basais de células T n&o
ativadas, mas diminuiram a proliferacdo das células T ativadas (CARRADE et
al., 2012). CTMs em cocultura com as células T ativadas, aumentou a produgéo,
pelas células T, de IL-6 e diminui a de TNF-a e IFN-y. Ainda em equinos, foi
demonstrado a supresséo de células T por meio da secregao de prostaglandina
E2 mediada pelas CTMs (CARRADE-HOLT et al., 2014).

Carrade et al. (2011) estudaram CTMs derivadas de tecido do CU para
avaliar a resposta imune em equinos apdés injecdo intradérmica de CTMs
autélogas e alogénicas. Os achados indicaram auséncia de diferenca
significativa no tipo ou grau de inflamagao ao comparar o transplante autélogo e
alogénico dessas CTMs, indicando o transplante alogénico como opgao segura
e pratica no tratamento de lesbes em equinos.

Pigott et al. (2013) também avaliaram a resposta inflamatoria apods
transplante de CTMs em equinos. Nesse trabalho foi comparada a resposta
clinica e inflamatdria apds injegao intra-articular de CTMs autdlogas, autdlogas
modificadas geneticamente, alogénicas e xenogénicas (humana), todas
derivadas da medula 0ssea. Apos avaliacdo clinica e do liquido sinovial,
observou-se que todos os tipos celulares geraram um modesto grau de
inflamagdo com pico nas primeiras 24 horas, mas as CTMs alogénicas e

xenogénicas produziram um pico maior de inflamagédo quando comparadas com
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as CTMs autdlogas e autdlogas modificadas. Porém a resposta inflamatéria foi
transitéria, tendo sua resolugdo no intervalo de 7 a 28 dias sem intervencao

medicamentosa.

1.4 Aplicagao terapéutica

Apesar da biologia das CTMs nao ser totalmente compreendida
(FIGUEIREDO et al., 2009), a terapia celular com CTMs para o tratamento de
tendinopatias em equinos se tornou popular e teve boa receptividade na ultima
década (PATERSON et al., 2014).

O tendao lesionado forma um tecido cicatricial no seu longo periodo de
cura afetando sua fungao que nao volta a ser como a de um tendao nao agredido.
Os equinos sao forgados ao exercicio até seu limite funcional e a medida que
envelhecem, seus tenddes iniciam um processo de degeneragdo até que
comecgam a falhar (RICHARDSON, L. E. et al., 2007; VIOLINI et al., 2009).

Outra doenga do sistema osteomuscular mais frequente em equinos e
também responsavel pela aposentadoria antecipada e eutanasia é a osteoartrite
(ARNHOLD et al., 2007). A osteoartrite espontanea deve sua importancia ao fato
de poder ocorrer tanto em cavalos atletas quanto em cavalos mais velhos e os
tratamentos atuais ndao sdo competentes em interromper a progressdo da

doenca, apenas reduzir a dor e inflamagédo (FELSON, 2009).

O mesmo ocorre com a doencga do disco intervertebral, maior causadora
da dor lombar em humanos (RICHARDSON, et al., 2007). O tratamento dessas
doengas com CTMs é promissor, pois elas podem gerar tecidos in vitro que
podem ser transplantadas no paciente, além dos fatores tréficos destacados no
estudo da biologia das CTMs (BUHRMANN et al., 2010). Esses efeitos troficos
sobre células endoégenas s&o importantes uma vez que a sobrevivéncia das
CTMs apds o transplante € baixa, sugerindo que os efeitos benéficos ndo séo
provocados apenas por meio da sua diferenciacao direta em células do tecido
(PATERSON et al., 2014).

A maioria das terapias utiliza CTMs autdlogas, mas devido a sua
capacidade imunomoduladora, parece ser perfeitamente viavel o uso de CTMs
alogénicas (KODE et al., 2009). Devido a essa qualidade, o potencial terapéutico

das CTMs estdo sendo estudadas em artrite reumatoide (LIU et al., 2010).
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Um estudo realizado em humanos, mostrou que CTMs de cordao
umbilical inibiu a proliferagao de sinoviécitos semelhantes a fibroblastos que séo
estimulados pela citocina inflamatéria TNF-a, além de regularem negativamente
a producao de linfécitos T (CSAKI et al., 2009) e induzirem a producgéao de células
T reguladoras (LIU et al.,, 2010). As terapias com células-tronco devem ser
seguras, isso significa que além de ndo causarem rejeicdo no hospedeiro, n&o
podem formar tumores, devendo ser facilmente colhidas e expandidas (SOHNI
& VERFAILLIE, 2013). Diversos trabalhos vem testando a imunogenicidade das
CTMs e mostrando sua seguranga em transplantes autélogos e alogénicos por
diversas vias, como intradermal (CARRADE et al., 2011), intra-articular (PIGOTT
et al., 2013) e intratecal (MAIA et al., 2015).

Considerando os estudos concluidos até o momento, €& pouco
compreendido o funcionamento da terapia com CTMs. Novos estudos objetivam
elucidar as propriedades e o destino das CTMs apds administragdo em um
hospedeiro a fim de criar uma terapia eficaz com esse tipo celular
(EGGENHOFER et al., 2014).

A reviséo produzida por Schnabel et al. (2013) fornece informagdes atuais
sobre o panorama das terapias com CTMs destacando o conhecimento e as
recomendacgdes nas diversas areas e enfermidades equinas.

Alguns pesquisadores testaram o transplante de CTMs como terapias em
equinos e obtiveram resultados animadores. Em um estudo retrospectivo feito
por Loon et al. (2014), 52 equinos com lesdes tendineas foram tratados com
CTMs derivadas do sangue de CU e 77% dos animais retornaram ao trabalho
com desempenho igual ou superior em um prazo de 6 meses. Smith et al. (2013)
tratou tendinites de ocorréncia natural com CTMs coletadas de medula 6ssea e
observou melhora significativa nos principais parametros de avaliagao utilizados
quando comparados ao grupo nao tratado. Varanda (2012) coletou as CTMs de
medula 6ssea para a reparagao de falhas dsseas induzidas experimentalmente
e notou aumento da osteogénese no osso tratado quando comparado ao
controle (sem transplante de CTMs).

Trabalhos diversos tem mostrado os efeitos benéficos das CTMs no
tratamento de enfermidades de modo a elucidar o real e completo mecanismo

de atuagao dessas células. Estudos in vivo para a avaliagdo da seguridade no



16

transplante das CTMs alogénicas possuem grande relevancia e apesar de ainda

pouco explorados, tem se tornado foco na pesquisa cientifica atual.



CAPIiTULO 2

17



18

Artigo cientifico nas normas submetido ao periédico “Cytotherapy”:

Transplante alogénico intramuscular de células-tronco mesenquimais derivadas de

corddo umbilical equino.

Marianne Camargos Dias!, Fernanda da Cruz Landim!', Carolina Nogueira Moraes',
Leonardo Dourado da Costa?, Caroline Medeiros Geraldini', Vania Maria de Vasconcelos

Machado', Leandro Maia'®

'Department of Animal Reproduction and Veterinary Radiology, College of Veterinary
Medicine and Animal Science, Sdo Paulo State University, UNESP, Botucatu, SP, Brazil

*Department of Veterinary Pathology, College of Veterinary Medicine and Animal
Science, Sao Paulo State University, UNESP, Botucatu, SP, Brazil

YCorresponding author: Leandro Maia

Email addresses:

MCD: marianne.vetQ07@gmail.com

FCL: fernanda@fmvz.unesp.br

CNM: carolmoraes@hotmail.com

LDC: leonardomvet@gmail.com

CMG: cmgeraldini@gmail.com

VMVM: vaniamvm@{fmvz.unesp.br

LM: leandromvet@hotmail.com



mailto:marianne.vet07@gmail.com
mailto:fernanda@fmvz.unesp.br
mailto:carolmoraes@hotmail.com
mailto:leonardomvet@gmail.com
mailto:leandromvet@hotmail.com

19

Resumo

Introducéo

As células-tronco mesenquimais (CTMs) possuem grande potencial terapéutico,
particularmente devido a sua acao no processo de reparacao tecidual mediante a secre¢ao
de biomoléculas tais como: fatores de crescimento, anti-inflamatdrios, antiapoptoticos e
antifibréticos, fundamentais no processo de regeneragao tecidual. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a hipdtese de que o transplante intramuscular de CTMs
alogénicas do cordao umbilical (CTMs-CU) utilizando modelo experimental equino ¢
seguro, demonstrando esta como uma fonte adequada para obtencao de células para uso
terapéutico, inclusive com possibilidade de extrapolacio dos resultados e beneficios para
outras espécies.

Material e métodos

As CTMs-CU foram cultivadas, caracterizadas e criopreservadas para posterior
transplante em seis éguas higidas. No dia 0 foi realizado transplante de trés milhdes de
CTMs-CU em Solugdo Balanceada de Hank’s (HBSS) no musculo dos lados direito e
esquerdo. Como controle, foram realizadas inje¢des de HBSS caudalmente as regides
tratadas com CTMs-CU. Foram realizadas bidpsias musculares em cada animal 30 dias
antes do transplante, no dia 2 e no dia 7. Todos os procedimentos foram precedidos por
ultrassonografia e colheita de sangue. As biopsias foram analisadas histologicamente.
Resultados

As avaliagdes hematoldgicas se mantiveram dentro do padrao de normalidade e ndo foram
observadas diferencas nos momentos estudados (P>0,05). O exame ultrassonografico
revelou aspecto sugestivo de reagdo inflamatoria 48 horas apds os transplantes em ambos
os grupos (controle e tratado). Na avaliacao histologica, foi encontrada apenas inflamagao
discreta temporal (D30 versus D2; P<0,05) somente no grupo tratado, sem diferencas
(P>0,05) entre os grupos estudados nos diferentes momentos de avaliacao.

Conclusao

As CTMs-CU, nas condigdes experimentais, ndo provocam inflamacao que cause lesdo
tecidual ou que leve a sua rejei¢@o pelo organismo do hospedeiro e portanto tem um bom
potencial para utilizagao clinica.

Palavras-chave: células tronco mesenquimais, alogénicas, transplante, muasculo, corddo

umbilical
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2.1 Introducéo

O estudo de células-tronco ¢ destaque tanto na medicina humana quanto na
veterindria, tendo sido, nesta ultima, desenvolvidas terapias celulares principalmente com
células-tronco mesenquimais (CTMs) [1]. As CTMs possuem potencial terapéutico
devido a sua capacidade de diferenciacdo em multilinhagens, bem como atuacdao na
reparacdo tecidual secretando fatores de crescimento, modulando e suprimindo a
inflamacao e regenerando tecidos [2]. A terapia com CTMs ¢ uma alternativa assistencial
na reparacao das lesdes musculoesqueléticas frequentemente apresentadas por equinos.
Isso ¢ de grande significancia por reduzir custos e tempo de tratamento [3].

As fontes de obtencdo de CTMs mais presentes na pesquisa cientifica e pratica
clinica ¢ a medula 6ssea e o tecido adiposo. Fontes alternativas, tais como as de anexos
fetais, estdo sendo cada vez mais estudas para transpor limitagdes relacionadas a
facilidade de isolamento, caracteristicas de expansao e complicagdes locais em doadores
[4,5]. As CTMs obtidas da medula dssea sdo geralmente autdlogas e para isso o animal ¢
submetido a aspiracdo de medula d6ssea, um procedimento invasivo € com riscos
potencialmente graves como o de pneumopericardio além de ser doloroso e incomodo ao
animal [6]. Ademais, CTMs derivadas de medula 6ssea demoram cerca de quatro semanas
para serem expandidas, o que impossibilita tratamento de enfermidades agudas no pico
inflamatério inicial [7].

CTMs quando utilizadas em terapias autologas, tornam o tratamento oneroso e
sem garantia de seu efeito ja que ndo € possivel a realizagdo do tratamento durante a fase
aguda da enfermidade e a padronizagdo da amostra como no uso de CTMs alogénicas em
que pode ser feita a selecdo de animais jovens, saudaveis e o descarte de amostras com
crescimento lento ou atipico. As CTMs derivadas de anexos fetais superam as
desvantagens das demais fontes. Por ser uma fonte ndo invasiva de CTMs, os anexos
fetais sdo mais indicados para a criagdo de bancos, permitindo sua padronizacdo e
disponibilizando CTMs de forma imediata [8]. As CTMs originadas da matriz
intervascular do CU, mesmo sendo consideradas células-tronco adultas, mantem
caracteristicas dos tecidos embriondrios que os deram origem e de células-tronco
embriondrias, como a expressdo do marcador Oct-4, um importante fator de transcri¢do
envolvido na manuten¢do da pluripotencialidade das células-tronco embrionarias, além
da capacidade de diferenciagdo em variados tecidos e grande proliferacdo, nao

demonstrando imunogenicidade e tumorgenicidade [9].
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O equino ¢ um bom modelo experimental para extrapolagdo de resultados para
medicina humana, onde geralmente sdo utilizados pequenos mamiferos devido ao baixo
custo, padronizagdo e purificagdao das linhagens. Apesar do equino ser uma espécie com
alto custo de manutencao, ¢ o animal que possui mais semelhangas com a espécie humana
quando se refere a doengas musculoesqueléticas. Ao atingir maturidade fisica, o processo
de envelhecimento e o trabalho a que sdo submetidos os levam a doengas similares as dos
humanos. Devido as menores restrigdes no campo da medicina veterinaria, o estudo
clinico com células-tronco ¢, por vezes, mais adiantado que a terapia humana [10].

Atualmente, existem centenas de trabalhos para avaliar a terapia com CTMs em
todo o mundo. O crescente interesse na terapia com essas células se deve as suas fungdes
na reparagao de tecidos e na imunomodula¢ao do hospedeiro sem provocar respostas
imunoldgicas de células T alorreativas ou outras células efetoras [2]. Essa caracteristica
¢ devido a auséncia de expressdo de moléculas do complexo de histocompatibilidade
maior (MHC) classe II e de ativadores de linfocitos T. CTMs possuem algum nivel de
expressao de MCH de classe I que podem ativar células T, mas que concomitante a falta
de moléculas coestimulatorias, ndo conseguem provocar uma resposta imune [11]. Assim,
como descrito por Lee et al. [12], evidéncias emergentes sugerem que a maioria dos
efeitos benéficos dessas células pode ser explicada pela secre¢do de fatores terapéuticos
que tem multiplos efeitos.

As CTMs medeiam efeitos imunorreguladores na imunidade inata e adaptativa
pela modulagdo da ativacao e proliferacao de células T [13], indiretamente através de
fatores soluveis [14] ou por contato fisico direto [13] independentemente do
reconhecimento pelo MHC. Essa caracteristica imunomoduladora tém provocado muito
interesse clinico nas CTMs como "doador universal de células", particularmente na
medicina regenerativa e para inducdo de tolerancia em transplantes alogénicos [15].

Pesquisas sugerem que CTMs equinas derivadas de anexos fetais, incluindo tecido
do corddo umbilical, ndo incitam resposta inflamatdria celular quando administradas por
via intradérmica e intra-articular [ 16, 17]. Pode-se, ainda, inferir que as CTMs derivadas
de anexos fetais tem um maior poder imunomodulador quando comparadas as derivadas
de fontes equinas adultas [18].

Devido a estas potentes caracteristicas, as CTMs tém sido amplamente exploradas
para aplicagdes em medicina regenerativa. Como relatado por Helmy et al. [19], as CTMs

foram testadas em humanos, com resultados satisfatorios, para o tratamento de
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enfermidades diversas, tais como transtornos musculoesqueléticos, problemas cardiacos,
doengas neurolodgicas, hepatopatias como cirrose, diabetes do tipo I e II, dentre outras.

A propriedade imunomoduladora apresentada pelas CTMs varia de acordo com a
fonte de obteng¢ao das CTMs, com o numero de passagens em cultura, com a dosagem de
administracdo e condigdo patoldgica do paciente [20].

A maioria das terapias utiliza CTMs autélogas, mas devido a sua capacidade
imunomoduladora, parece ser perfeitamente viavel o uso de CTMs alogénicas [21]. As
terapias com células-tronco devem ser seguras, isso significa que além de ndo causarem
rejei¢do no hospedeiro, ndo podem formar tumores, devendo ser facilmente colhidas e
expandidas [22]. Diversas pesquisas vem testando a imunogenicidade das CTMs em
equinos e mostrando sua seguranc¢a em transplantes autélogos e alogénicos por diversas
vias, como intradermal utilizando CU [16], intra-articular [23] e intratecal [24] utilizando
MO e intralesional em tendao utilizando membrana amniodtica [25].

Desta forma, esse trabalho testa a hipotese de que o transplante intramuscular de
CTMs-CU ¢ seguro por essa via utilizando modelo experimental equino com
possibilidade de extrapolar os resultados e beneficios para outras espécies, inclusive

humana.

2.2 Material e métodos

A etapa experimental deste estudo foi realizada no laboratério de Reprodugao
Avangada e Terapia Celular (LANCA), no departamento de Reproducdo Animal e
Radiologia Veterinaria, na Faculdade de Medicina Veterinaria da UNESP, campus de
Botucatu-SP, com aprovagio do Comité de Etica no Uso de Animais da mesma faculdade

sob o protocolo 145/2013-CEUA.

2.2.1  Selecdo e manejo dos animais para experimentacao in vivo

Foram selecionadas para a realizagdo do transplante de CTMs-CU seis éguas
higidas, mesticas, com idade entre 6 a 12 anos, de peso corporal entre 300 e 500Kg. Os
animais foram selecionados mediante exames fisico, hematologico e ultrassonografico

prévios do musculo gluteo médio superficial.
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2.2.2  Colheita do corddo umbilical

Amostra de cordao umbilical (CU) equino foi colhida em haras de Puro Sangue
Inglés. Um segmento de CU de aproximadamente 10cm de extensdo foi colhido e lavado
com Tampdo fosfato-salino pH 7.4 (PBS) contendo antibiotico (1%) e antimicotico
(1,2%). A amostra foi lavada com PBS e acondicionada em tubo do tipo Falcon de 50mL
contendo meio composto por DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) (Gibco,
EUA) alta glicose, 20% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, EUA), penicilina (100U/mL),
estreptomicina (100mg/mL) e anfotericina (3pug/mL) (Gibco, EUA). Os tubos foram
armazenados e transportados a 5°C no sistema de transporte refrigerado de sémen

Botutainer (Botupharma, Brasil) até o laboratorio.

2.2.3 Isolamento e cultivo das CTMs

No laboratério, o segmento de CU foi lavado em PBS com
penicilina/estreptomicina (1%), dissecado para remocdo total dos vasos sanguineos e
fragmentado para facilitar a digestdo enzimatica em solucdo de colagenase (Img/mL)
(Sigma, USA) por aproximadamente 40 minutos a 37 °C. A cada 10 minutos, o material
foi passado no vortex para auxiliar a digestdo. Apds o tempo de digestdo, a amostra foi
filtrada com filtro de 70um (BD Bioscienses, EUA) e, posteriormente centrifugada com
DMEM alta glicose a 350 g por 10 minutos. Em seguida o sobrenadante foi descartado e
o pellet ressuspendido e cultivado em meio de cultivo composto de DMEM alta glicose,
20% de SFB, penicilina (100U/mL), estreptomicina (100mg/mL), anfotericina (3pug/mL)
e amicacina (11pg/mL) a 37,5°C em atmosfera imida contendo 95% de ar e 5% CO?2.

A cada dois a trés dias o meio foi trocado até a confluéncia celular minima de 80%,
quando procedeu-se os subcultivos para caracterizagdo e criopreservacdo da amostra.
Para esse proposito, as CTMs-CU em terceira passagem, foram lavadas e ressuspendidas
lentamente com o meio de criopreservagio a uma concentragio final de 3x10° células por
mL. O meio de criopreservacao utilizado foi o composto por 90% de SFB e 10% de
dimetil sulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich Corp, EUA); penicilina/estreptomicina
(10uL/mL) e anfotericina B (3ug/mL). Os criotubos contendo as suspensdes celulares
foram acondicionados em um recipiente para criogenia Mr. Frosty (Nalgene, 5100-001),
que proporciona uma taxa de resfriamento progressivo de -1°C/minuto. Esse recipiente

(Mr. Frosty) foi acondicionado em um freezer -80°C por 24 horas para que ocorra um
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congelamento lento das células. Apds este periodo, os criotubos foram retirados do

freezer -80°C e colocados rapidamente em botijao de nitrogénio liquido.

2.2.4  Ensaio de diferenciacéo celular em linhagens mesodermais

As CTMs-CU foram semeadas (segunda passagem) em placas de seis Wells
(Sarstedt, EUA) com meio de manuten¢do. Quarenta e oito horas apods a incubagado, o
meio de manutengdo foi removido e o meio de diferenciacdo osteogénico e adipogénico
STEMPRO® (Invitrogen Gibco®, EUA) foi acrescido ao subcultivo, de acordo com a
recomendacao do fabricante. Ao meio adipogénico foi realizada a suplementagcdo com
5% de soro de coelho e ao meio osteogénico, 20% de SFB, baseados em estudos pilotos
prévios em nosso laboratério [26] e na melhor resposta a diferenciagdo osteogénica
relatada por Toupadakis et al. [27] com essa concentracio de SFB para CTMs
provenientes do tecido do cordao umbilical.

Os meios de diferenciagdo foram trocados a cada dois a trés dias e a confirmacao
da diferenciagdo osteogénica e adipogénica foi realizada, respectivamente, através da
demonstragdo da deposi¢ao de matriz de calcio utilizando a coloragao com Alizarin red a
2% pH 4,2 (Sigma-Aldrich Corp, EUA) no 10° dia e da presenga intracitoplasmatica de
goticulas de gordura utilizando o corante Oil red a 0,5% (Sigma-Aldrich Corp, EUA) no
8° dia.

2.25  Analise por citometria de fluxo

Andlises imunofenotipicas das CTMs-CU foram realizadas, em primeira
passagem e apOs criopreservacao em terceira passagem. A caracterizacao foi realizada no
citometro de fluxo LSRFORTESSA (BD Bioscienses, EUA), utilizando os anticorpos
monoclonais mouse anti-rat CD90 (abDSerotec, EUA), mouse anti-human CD34 (Becton
Dickinson and Company, EUA), mouse anti-horse CD44 (abDSerotec, EUA), mouse
anti-horse MHC classe II marcados com a sonda isoticiato de fluoresceina (FITC).
Durante as analises foram contabilizados 10.000 eventos, sendo considerados positivos

os marcadores com expressao maior que 2%.

2.2.6  Ensaio de Unidades Formadoras de Colonias fibroblasticas (UFC-F)

A capacidade e eficiéncia de autorrenovacao das CTMs-CU foi avaliada mediante

arealizacao de ensaio de UFC-F, conforme metodologia descrita por Mensing et al. [28],
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com modificagdes na concentragdo de células plaqueadas e tempo de cultivo,
determinadas com base em estudos pilotos prévios. As CTMs-CU (segunda passagem)
foram plaqueadas, antes da criopreservacao, em baixa densidade (aproximadamente 220
células/cm?) em placas de seis Wells. No 5° dia as culturas foram fixadas e coradas com
1% de cristal violeta em 100% de metanol. As coldnias coradas com mais de 20 células
foram classificadas como UFC-F e contabilizadas. O célculo da eficiéncia foi conduzido
utilizando-se a seguinte formula: Eficiéncia de UFC-F = (UFC-F contadas/ células

originalmente plaqueadas) x 100. O ensaio de UFC-F foi realizado em triplicata.

2.2.7  Exames hematoldgicos e ultrassonograficos

Em todos os momentos estudados foram realizados os exames hematologicos ¢
ultrassonograficos. As amostras de sangue foram coletadas por venopuncao da jugular
em tubos a vacuo contendo EDTA para determinacao dos valores de hematdcrito,
hemacias, hemoglobina, VCM, CHCM, proteina total, RDW, plaquetas, leucdcitos,
segmentados, linfocitos, eosinofilos, basoéfilos, mondcitos e fibrinogénio. Os valores das
varidveis hematologicas foram analisadas de acordo com os valores de referéncia de Jain
[29] e Meyer & Harvey [30].

Os exames ultrassonograficos foram realizados com equipamento de ultrassom,
modelo My lab 30 (The Esaote Group, Italia), com transdutor microconvexo, frequéncia
de 6,6 MHz, 70-95% de ganho, profundidade de 7-8cm e aproximadamente 2,5-3,5cm de
foco. O tecido muscular das regides eram examinadas pela ultrassonografia antes da
realizagdo dos procedimentos em todos os momentos e durante especificamente os
implantes de CTMs e Solucao Balanceada de Hank’s (HBSS) para que a agulha fosse
guiada a profundidade determinada.

2.2.8  Transplante celular

As CTMs-CU criopreservadas foram descongeladas 150 dias depois da
criopreservacao, em banho-maria a 37°C por 2 minutos. Apos este periodo, o conteido
do criotubo foi colocado lentamente em um tubo do tipo Falcon de 15mL contendo 9mL
de meio de cultivo pré-aquecido e submetido a centrifuga¢ao durante trés minutos a 220g.
Apos a centrifugacgdo, as células foram ressuspendidas no meio de cultivo e plaqueadas
em frascos de cultura de 75cm? para expansdo durante duas semanas para serem

transplantadas.
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Ap6s confluéncia celular de no minimo 80%, as CTMs-CU foram tripsinizadas e
a concentracao celular e viabilidade, determinadas pelo método de exclusdao Azul Tripan
a 0,4%. Apos sedagdo dos animais com xilazina a 10% (0,5mg/Kg) por via intravenosa,
o transplante celular (DO0) foi realizado em dois pontos, um no musculo gluteo médio
superficial direito e outro no esquerdo com o auxilio do ultrassom para a determinacao
do local e profundidade da aplicagcdo. Em cada regido, foi transplantado na ordem de 3 x
10° CTMs ressuspendidas em HBSS. O volume total de 0,9mL foi administrado em 9
pontos (100uL em cada) com o auxilio de uma seringa de 1mL e agulha 40x1,2mm. Em
outras duas regides do musculo gliteo médio (lados direito e esquerdo) foram injetados
0,9mL de HBSS divididos da mesma forma em 9 pontos para a avaliagdo da distensdo

provocada pela inje¢do de liquido, servindo como grupo controle.

2.2.9  Bidpsias musculares

Ao longo da fase experimental, foram realizadas seis biopsias nos misculos gluteo
médio superficial de cada animal em pontos diferentes, conforme Figura 1. As duas
primeiras foram feitas, em fase pré-experimental, 30 dias antes do transplante das CTMs
(D-30), sendo uma do lado direito e a outra do lado esquerdo para verificar a integridade
das fibras musculares e auséncia de inflamagdo. As demais biopsias foram realizadas aos
tratamentos, sendo duas delas (uma em regido de implante de CTMs e a outra de HBSS)
48h depois (D2) e as outras duas 7 dias depois (D7). Tanto no D2 quanto no D7 as biopsias
foram realizadas do mesmo lado para que a inflamagdo causada pelo procedimento nao

interferisse na regido ainda ndo biopsiada.
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Figura 1. Esquema do transplante de CTMs-CU e bidpsias musculares. (A) Localizagao dos
transplante de CTMs e HBBS realizadas no D0. (B) Observam-se as biopsias realizadas nos
pontos dos transplantes, sendo do lado esquerdo 2 dias apos os transplantes e do lado direito 7

dias ap0s os transplantes.

Semelhante ao realizado por Padilha et al. [31], a biopsia foi feita utilizando-se a
agulha tipo Bergstrom 6,0 (bmm). Antes da sua realizagdo, a regido coincidente ao gluteo
médio foi tricotomizada e limpa. Os animais foram sedados com xilazina a 10% e o
bloqueio anestésico foi realizado no subcutaneo com aproximadamente 3mL de lidocaina
2% sem vasoconstritor. Apos antissepsia, foi feita uma incisdo de lcm atingindo pele,
subcutaneo e fascia muscular por onde a agulha de bidpsia foi inserida logo apds. Os
fragmentos de tecido muscular colhidos foram lavados com soro fisiologico de modo a
cessar contragdo muscular e cobertos por talco neutro com o objetivo de proteger a
arquitetura muscular durante a criopreservacao. Cada amostra foi armazenada em um
criotubo (Nalgene, EUA) e congelado em nitrogénio liquido, ficando estocado a uma
temperatura de -196°C em um botijdo proprio.

Todos os transplantes e bidpsias foram precedidas pelo exame ultrassonografico

além da colheita de sangue para os parametros hematolédgicos.
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2.2.10 Avaliacéo histoldgica

As 36 amostras de tecido muscular congeladas em nitrogénio liquido foram
submetidas a cortes histoldgicos em secgdes transversais de 4um de espessura em
criostato (Leica Microsystems, Alemanha), sendo os mesmos estendidos em laminas de
vidro para coloragdo com Hematoxilina e Eosina (HE). Para avaliacdo dos parametros
histologicos, as laminas foram observadas no microscopio de luz, modelo Axio Imager
Al (Carl Zeiss, Alemanha), acoplado a uma camara digital modelo Axiocam MRc¢ (Zeiss
Vision, Alemanha) do Servico de Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da UNESP, e avaliados pelo uso do programa computacional
Axiovision Software Rel. versdo 4.6 (Zeiss Vision, Alemanha).

A andlise morfoldgica qualitativa, por microscopia de luz em aumento de 100 e
400 vezes, compreendeu a avaliagdo da presenga e tipo de infiltrado inflamatorio,
infiltrado neutrofilico, degenera¢do/necrose de fibras e presenca ou auséncia de fibrose.
A andlise semi-quantitativa consistiu na gradua¢dao dos componentes teciduais descritos
acima, com excecao da fibrose, em ausente (grau 0), discreto (grau 1), moderado (grau 2)
e intenso (grau 3) conforme detalhado na Tabela 1. Para os parametros infiltrado
neutrofilico e degeneragdo/necrose de fibras, foi feita uma média aritmética dos valores
encontrados em cinco campos contados por lamina. A avaliagdo do grau de intensidade

do infiltrado inflamatoério foi feita seguindo o padrao de distribuigdo.

TABELA 1. Graduagao e critérios utilizados para a avaliacdo semi-quantitativa dos parametros na
histologia do musculo gliteo médio superficial de equinos, pelo método de Hematoxilina e Eosina.

Graduacéo
Grau 0 Grau l Grau 2 Grau 3
Ausente Discreto Moderado Intenso
Parametros
Infiltrado neutrofilico  Ausente 1 a 10 neutrofilos 11 a 20 neutrofilos >20 neutréfilos
por campo (400x)  por campo (400x) por campo (400x)
-Discretas células Distribuicio
Infiltrado inflamatorias muli focalg -Distribuicdo difusa
. " Ausente  -Distribuicdo Focal o . -Regido
inflamatério o i -Regides perivasculares . .
-Unica regido ¢ interfasciculares interfascicular
perivascular
Degeneragdo/necrose 1 fibra por campo 2 a 3 fibras por campo >4 fibras por campo

Ausente

de midcitos (100x) (100x) (100x)

Os valores para infiltrado neutrofilico e degeneracdo/necrose de midcitos foram encontrados calculando-
se a média aritmética do numero de células visualizadas em cinco campos contados por ldmina,
semelhante a metodologia descrita por Brasileiro et al. [32].
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2.2.11 Andlise estatistica

Os resultados referentes aos parametros hematoldgicos foram apresentados de
forma descritiva em média e desvio padrdo, os ensaios de UFC-F em forma de média e a
avaliacdo histoldégica em mediana. A analise estatistica do efeito dos parametros
hematologicos foi realizada com o auxilio do programa software Sigma Plot for Windows
versdo 11.0 (copyright ® 2008. Systat software, Inc, Alemanha). As varidveis que nao
passaram no teste de normalidade (Kolmogov-Smirnov) foram analisadas pelo One Way
Repeated Measures Analysis of Variance. O Tukey Test foi usado para todos os pares de
comparagdo multipla, adotando-se P<0,05 como significativo. Para a avaliagdo
histologica, as variaveis estudadas foram analisadas pelo teste Mann-whitney, adotando-

se P<0,05 como significativo.

2.3 Resultados
2.3.1 Colheita, isolamento e cultivo das CTMs-CU

O uso de CU para o isolamento e cultivo de CTMs se mostrou de facil obtencao,
sem causar estresse, dor e complicagdes a égua e ao potro. O protocolo de isolamento foi
eficaz e uma pequena porc¢ao da amostra foi suficiente para obtencdo de uma concentragdo
adequada de células. Observou-se aderéncia das CTMs-CU ao pléstico ja no segundo dia
de cultivo, permitindo a primeira troca do meio de manutencdo, eliminando, assim, as
células nao aderentes. A morfologia fibroblastoide apresentada pelas CTMs-CU foi
observada com 24 horas de cultivo e a confluéncia de, no minimo, 80% no sétimo dia do

cultivo primario.

2.3.2  Potencial de diferenciacdo em linhagens mesodermais

O potencial de diferenciagdo das CTMs-CU foi demonstrado pela resposta
positiva a diferenciacdo osteogénica e adipogénica. Na diferenciacdo osteogénica pode-
se observar a deposicdo de grande quantidade de matriz extracelular rica em calcio
comprovada pela coloragdo positiva com Alizarim red no 10° dia. Na diferenciagdo
adipogénica pode-se observar a presenca de grande quantidade de goticulas de gordura

no citoplasma evidenciadas pela coloragdo positiva com Oil red no 8° dia.



30

2.3.3  Caracterizacdo imunofenotipica

Na analise imunofenotipica as CTMs-CU apresentaram a fresco em cultivo
primario e apoOs criopreservacdo em terceira passagem, respectivamente, elevada
expressao do marcador CD44 (99,2 e 92,6%) e expressao negativa para os marcadores
MHC-II (2,6 e 1,4%) e CD34 (0,7 e 0,60%), considerando valor menor que 3% como
auséncia de expressdo. Para o marcador CD90, houve média expressdo na analise da

amostra a fresco (56,8%) e baixa para a amostra ap6s criopreservagao (9,5%).

2.3.4  Unidades formadoras de coldnias fibroblasticas

Os valor médio referente ao namero de colonias do ensaio UFC-F foi 129 € o
valor de eficiéncia, 6,45%. O ensaio comprovou a capacidade das CTMs-CU cultivadas

de gerar colonias fibroblasticas a partir de células individuais.

2.3.5 Criopreservagao

As CTMs-CU criopreservadas da amostra selecionada foram descongeladas e a
expansio em frascos de cultura de 75cm? foi satisfatoria, atingindo confluéncia de 80%
em sete dias. Apos confluéncia celular do segundo subcultivo pds descongelagdo, a

viabilidade celular das células transplantadas foi em média de 77,71% (£9,5).

2.3.6  Transplante das CTMs-CU

O método escolhido para o transplante de CTMs foi seguro, ndo gerou infec¢do e
incomodo ao animal pos transplante. Além disso, permitiu uma melhor distribuicao das

CTMs na regido delimitada do tecido muscular.

2.3.7  Avaliagdo hematoldgica

As varidveis hematologicas (hematodcrito, hemacias, hemoglobina, VCM, CHCM,
proteina total, RDW, plaquetas, leucocitos, segmentados, linfocitos, eosinodfilos,
basofilos, monocitos e fibrinogénio) se mantiveram dentro do padrdao da normalidade para
a espécie equina em todas as avaliagdes apds os transplantes das CTMs-CU e diferengas
(P>0,05) nao foram observadas para as varidveis estudadas entre os momentos de

avaliag¢do (D0, D2 e D7). Os valores minimos, maximos e médios das principais variaveis
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hematologicas avaliadas durante a fase experimental estdo apresentadas nas Tabelas 2 e

3.

TABELA 2. Valores do hemograma (eritrécitos, hemoglobina e hematocrito) e proteina

plasmatica total obtidos dos animais estudados em todos os momentos.

Momento Erit Hb Ht PPT
(10%/uL) (g/dL) (%) (g/dL)
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
Xeo) Xeo) Xeo) Xeo)
D-30 6,4-10 11-17 32-47 5,8-8,7
(6,8+£0,23) (10,96 £ 0,67) (31,6 £ 1,47) (6,76 £ 0,20)
DO 6,4-10 11-17 32-47 5,8-8.,7
(7,36 £ 0,28) (12,36 £0,49) (35,16 £1,30) (7+£0,19)
D2 6,4-10 11-17 32-47 5,8-8,7
(7,56 £ 0,14) (12,53 £0,39) (34,66 £ 0,84) (6,66 +0,15)
D7 6,4-10 11-17 32-47 5,8-8,7
(7,45 +£0,25) (12,48 £0,44) (35,16 £1,07) (6,7£0,08)

Erit: eritrécitos; Hb: hemoglobina; Ht: hematocrito; PPT: proteina plasmatica total. Os valores

estdo representados em média (X) e desvio padrio (o). Diferengas (P<0,05) entre os momentos

ndo foram observadas para nenhuma das variaveis.

TABELA 3. Valores da contagem de leucdcitos, fibrinogénio e plaquetas obtidos dos animais

estudados em todos os momentos.

Leucdcitos o Plaquetas
Momento (x10¥/uL) Fibrinogénio (mg/dL) (células/uL)
Min-Méx Min-Méx Min-Méx
Xeo) Xeo) Xeo)
D-30 5,2-13,9 100-400 100-270000
(8,23 +0,67) (300 + 44,72) (185833 + 18481)
DO 5,2-13,9 100-400 100-270000
(7,916 + 0,64) (366,66 + 33,33) (180033 + 12946)
D2 5,2-13,9 100-400 100-270000
(8,16 £ 0, 62) (266,66 + 42,16) (182516 + 16376)
D7 5,2-13,9 100-400 100-270000
(8,13 +0,29) (240 + 36,51) (185833 + 8092)

Diferencas (P<0,05) entre os momentos ndo foram observadas para nenhuma das variaveis. Os

valores estdo representados em média (X) e desvio padrdo (o).
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2.3.8  Avaliacédo ultrassonografica

Em comparag@o a musculatura integra observada no D0, a musculatura do gliteo
médio no D2, nos grupos tratado e controle, apresentou-se heterogénea, com presenca de
regides hipo a anecogénicas, com contornos pouco definidos e irregulares. As imagens
geradas no D2 sugerem a presenca de edema e possivel reacao inflamatéria referentes aos
transplantes realizados no DO em ambos os grupos.

No D7 pode-se observar reorganizagdo das fibras musculares e auséncia das
regides hipo-anecogénicas observadas no D2. Com relagdo ao DO, a musculatura
apresentou-se com ecotextura heterogénea e presenga de discretas regides hipoecogénicas
em permeio as fibras musculares. A Figura 2 ilustra as imagens ultrassonograficas da
regido tratada com CTMs-CU em todos os momentos em um animal.

Os padrdes observados nas imagens, para os momentos D2 e D7, se aplicam tanto
para a regido que recebeu CTMs quanto para a regido infiltrada apenas com HBSS, ndo

observando diferengas aparentes entre as duas regides em cada momento.
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FIGURA 2. Sonogramas das éguas nos momentos DO, D2 ¢ D7. (A) Imagem gerada no DO
referente a regido a receber transplante de CTMs-CU. Observa-se a disposi¢do das fibras
musculares de um tecido integro. (B) Imagem da agulha (seta amarela) sendo guiada por
ultrassom a uma profundidade de aproximadamente 2cm. (C) Imagem gerada no D2, musculatura
com aspecto heterogéneo (elipse vermelha) e presenca de regides hipo a anecogénicas, com
contornos pouco definidos e irregulares (seta amarela). (D) Imagem gerada no D7, musculatura
com ecotextura heterogénea com relagdo ao DO, presenca de discretas regides hipoecogénicas em
permeio as fibras musculares (elipse vermelha). Observa-se a reorganizacdo das fibras

musculares.

2.3.9  Bidpsias musculares

A utilizagdo da agulha tipo Bergstrom 6,0 (6mm) permitiu a colheita de uma
quantidade representativa de tecido muscular de forma simples e efetiva. Apos o
procedimento, os animais apresentaram comportamento natural. Nao houve formagao de

abcesso ou aumento de volume evidente.
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2.3.10 Avaliacéo histoldgica

Os resultados referentes aos achados histoldgicos (infiltrado inflamatério,
infiltrado neutrofilico, degeneracdo/necrose de midcitos e fibrose) no musculo gliteo
médio superficial estao apresentados nas Tabelas 4 e 5. No grupo controle foi observado
auséncia de infiltrado mononuclear (mediana = 0) em todos os momentos (D2 e D7), ndo
diferindo (P>0,05) do grupo tratado em que a mediana do grau de infiltrado mononuclear
foi igual a 0,5 para o0 D2 e 1 para o D7. Comparando os momentos, houve diferenca
(P<0,05) apenas no parametro infiltrado neutrofilico do grupo tratado, entre 0 momento
D-30 lado direito (biopsia realizada em fase pré-experimental), em que a mediana foi
igual a 0,2 (grau 0) e o momento D2, em que a mediana foi igual a 0,6 (grau 1). Nas

Figuras 3 e 4 observam-se fotomicrografias das bidépsias em todos os momentos e grupos.

Tabela 4. Avaliagao do processo inflamatorio e os valores em mediana da intensidade dos
achados histoldgicos no musculo gluteo médio superficial de equinos (infiltrado neutrofilico e

infiltrado mononuclear), pelo método Hematoxilina e Eosina.

Momento Infiltrado neutrofilico Infiltrado mononuclear Processo inflamatério

Musculo Musculo Musculo Musculo  Mdusculo Musculo

esquerdo direito esquerdo direito esquerdo  direito
D-30 0 0,2* 1 0 Discreto Ausente

Controle Tratado Controle Tratado  Controle  Tratado
D2 0 0,6* 0 0,5 Ausente Discreto
D7 0,3 0,6 0 1 Ausente Discreto

Diferencas (P<0,05) entre o grupo controle ¢ tratado nao foram observadas para as variaveis nos
momentos estudados. *Contudo, entre 0 momento D-30 e D2 observou-se diferenca nos valores
encontrados para intensidade de infiltrado neutrofilico no grupo tratado. No momento D-30, as
expressoes esquerdo e direito indicam as regides das duas bidpsias realizadas nessa fase, no

musculo gliteo médio superficial.
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Tabela 5. Avaliacdo histologica representando os valores do parametro degeneracdo/necrose de
miécitos em grau de intensidade na forma de mediana e o parametro fibrose pela presenga ou

auséncia (0), por meio do método Hematoxilina e Eosina.

Momento Degeneracao/necrose de midcitos Fibrose
Musculo Musculo Musculo Musculo
esquerdo direito esquerdo direito

D-30 0 0 0 0
Controle Tratado Controle Tratado

D2 0 0 0 0

D7 0 0 0 0

Diferencas (P<0,05) entre os momentos nao foram observadas para nenhuma das variaveis.
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FIGURA 3. Fotomicrografias de biopsias do musculo gliiteo médio superficial de equinos sem
alteracdes histologicas nos grupos tratado e controle. As fibras musculares histologicamente
preservadas exibem-se justapostas, cada uma envolvida por um endomisio (seta), organizadas em
fasciculos delimitados pelo perimisio (cabega de seta). Sustentados nesta membrana, observam-
se capilares sanguineos (circulo). Nao sdo observadas células inflamatoérias ou edema por entre
as fibras nos diferentes momentos, tanto no grupo tratado quanto no grupo controle. A. Momento
D-30 (HE, 400x). B. Momento D-30 (HE, 200x). C. Momento D2, tratado, (HE, 400x). D.
Momento D2 controle (HE, 400x). E. Momento D7, tratado (HE, 400x). F. Momento D7, controle
(HE, 400x). G e H. Mesmos cortes histologicos que E e F em menor aumento (HE, 200x).
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Tratado Controle

FIGURA 4. Fotomicrografias de bidpsias do muisculo gluteo médio superficial de equinos com
processo inflamatorio discreto nos grupos tratado e controle. A. Momento D2, tratado. Foco de
infiltrado inflamatdrio composto majoritariamente por macrofagos, além de discretos neutrofilos.
Nota-se degeneracdo (cabeca de seta) e necrose (seta) de fibras musculares, indicada pelo
aumento da eosinofilia sarcoplasmatica e picnose nuclear. Ainda, o edema ¢ representado pelo
espacamento entre as fibras musculares lesionadas. HE, 400x. B. Momento D2, controle.
Infiltrado inflamatério interfascicular composto por macroéfagos e raros linfocitos. A direita, fibra
muscular degenerada (cabega de seta). HE, 400x. C. Momento D7, tratado. Foco inflamatério
envolvendo o estroma colagenoso (perimisio). HE, 200x. D. Momento D7, controle.
Fotomicrografia evidenciando infiltrado inflamatério perivascular discreto, composto por
macrofagos e discretos linfocitos, associado a edema interfascicular. Os orificios observados nas
fibras musculares correspondem a formagdo de cristais de gelo (artefato de congelagdo). HE,

200x.

2.4 Discussao

Em nosso estudo, propomos o uso de CTMs provenientes da matriz do cordao
umbilical equino, precisamente, da por¢ao intervascular distinguida por Corradetti et al.

[33]. Os autores descreveram duas porgdes para o isolamento de CTMs, a intervascular
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(ou geleia de Wharton) e a perivascular, sendo esta tltima mais intimamente proxima aos
vasos que compdem o corddo umbilical.

No presente estudo, as CTMs-CU tiveram aderéncia ao plastico e morfologia
fibroblastoide no segundo dia do cultivo e crescimento rapido permitindo a realizagao da
primeira passagem ap6s uma semana. Estudos que compararam o cultivo de diferentes
fontes de CTMs, relataram um maior rendimento e proliferagio de CTMs provenientes
de tecidos solidos como tecido do corddo umbilical e tecido adiposo [34]. Além disso,
Corradetti et al. [33] mostraram que as CTMs extraidas da por¢ao intervascular, como as
utilizadas no presente estudo, sdo mais proliferativas que as obtidas da perivascular. Isso
pode ser explicado pelo relato, em humanos, de Nanaev et al. [35] de que células mais
proximas aos vasos sao mais diferenciadas, enquanto as células imaturas localizadas perto
da superficie amniotica, menos diferenciadas, mantem uma melhor capacidade de se
proliferar.

Em razao da ausé€ncia de anticorpos especificos para equinos e a baixa reatividade
dos disponiveis para outras espécies, ndo hd um painel especifico para a
imunofenotipagem dos marcadores de superficie para equinos [36]. Com base no descrito
por De Schauwer, et al. [37] e testado por Paebst et al. [38], a imunofenotipagem foi feita
com os marcadores CD90, CD44, CD34 e MHC-II. As CTMs-CU mostraram a expressao
de marcadores consistentemente expressos em outros estudos conduzidos em diversas
fontes de origem mesodermal na espécie equina como o CD44 e o CD90 [39, 40, 41, 27]
assim como a auséncia do marcador de exclusao CD34 [33, 39, 41, 42, 43]. Na amostra
apods criopreservacao, a baixa expressao do CD90 (9,5%) foi compativel com o exposto
por Pabest et al. [38], estudo no qual os autores afirmaram que os marcadores com maior
heterogeneidade sao o CD90 e o CD105. Quanto ao marcador de superficie MHC-II, a
expressdo foi negativa (2,6% e 1,4%), o que ndo ocorre em outros estudos como o
conduzido por Schnabel et al. [44] com CTMs derivadas de medula dssea equina, no qual
os valores médios foram elevados (49,84%) em segunda passagem e o apresentado por
Barberini et al. [45] para corddo umbilical de equino, no qual obteve-se baixa expressao
de MCH-II (X= 5,9 = 1,8%). Ressalta-se que diferentemente destes estudos uma das
analises imunofenotipicas apresentada no presente estudo foi conduzido ao término do
cultivo primario, onde espera-se que a populacdo celular seja ainda relativamente

heterogénea.
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A diferenciacdo em linhagens mesodermais foram bem sucedidas com o protocolo
proposto. A diferenciacdo adipogénica foi confirmada apos oito dias de exposicdo ao
meio de diferenciagdo, assim como relatado por Corradetti et al. [33] também em CTMs-
CU. A diferenciagdo osteogénica ocorreu ja no décimo dia de exposicao das CTMs ao
meio de indugdo, confirmada pela forte demonstragdo de matriz rica em calcio corada
com Alizarim red. A boa resposta a este ensaio foi fundamentada inicialmente em estudos
pilotos prévios baseados nos relatos de Toupadakis et al. [27] que observaram uma maior
eficiéncia na diferenciacao osteogénica das CTMs provenientes do CU e medula dssea de
equinos apos utilizar a adicao de 20% de SFB no meio de indugdo.

A média (129) do nimero de coldnias estimadas no ensaio de UFC-F no presente
estudo foi similar a encontrada por Passeri et al. [46] (136,7) mesmo plaqueando uma
menor densidade de células (aproximadamente 220 células/cm?) do que esses autores
(10.0000 células/cm?). Adicionalmente, a eficiéncia UFC-F foi 6,45%, sendo similar as
obtidas por Mensing et al. [28] em amostras de CTMs provenientes do tecido subcutaneo
(X=7,59%) do masseter e inferior as evidenciadas nas amostras provenientes da regido
apical (X=18,45%), meio do dente (X=17,45%), regido periodontal (X=13,43%) ¢ gengiva
(X=13,50%) de equinos.

Considerando a baixa densidade de CTMs-CU plaqueadas no presente estudo,
além do curto periodo em que o ensaio de UFC-F (cinco dias) foi realizado, pode-se
evidenciar que as células progenitoras provenientes da por¢do intervascular do cordao
umbilical de equinos apresentaram, nas condi¢Oes experimentais, uma excelente
clonicidade e consequentemente atividade proliferativa in vitro.

A média da viabilidade celular (77, 71%) realizada imediatamente antes de cada
transplante das CTMs-CU, no presente estudo, foi superior as observadas por Ranera et
al. [47] ap6s o primeiro dia pos descongelacdo em amostras de CTMs da MO (61,23%) e
TA (62,75%), quinto (CTMs-MO: 38,2%) e oitavo dia (CTMs-TA: 18,72%) de cultivo
mediante a avaliacdo da integridade de membrana com as sondas iodeto de propidio e
anexina V em citometro de fluxo. A excelente viabilidade encontrada em nosso trabalho
pode ser realacionada ao meio de criopreservacao utilizando 90% de SFB e 10% de
DMSO que tem se mostrado mais efetivo na manutencdo da viabilidade celular do que
meios com outras composicdes [48]. A criopreservagdo ¢ especialmente importante
quando as CTMs sdo derivadas de corddo umbilical, uma vez que ¢ um material ndo

disponivel de forma imediata e sim dependente do momento do parto.
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Exames hematologicos e ultrassonograficos foram realizados de modo a
complementar e consolidar as analises referentes a comprovagdo da baixa
imunogenicidade das CTMs-CU. O tecido muscular ¢ um dos tecidos moles mais
adaptados ao exame ultrassonografico e permite avaliar a presenca de inflamacgao [49]
demonstrada por uma imagem em que as fibras musculares se tornam hiperecogénicas e
a presenca de exsudato tornam os septos fibroadiposos hipoecogénicos [50]. A imagem
de um musculo normal mostra as fibras musculares organizadas paralelamente como
zonas hipoecogénicas e o septo fibroadiposo aparece como linhas hiperecogénicas
separando as fibras dando um aspecto marmoreado.

A fascia também ¢ vista como hiperecogénica [49]. Em nossos achados, a
avaliagdo feita no D2 revelou, como esperado, uma imagem sugestiva de inflamagao
aguda demonstrada pela desarmonia das fibras musculares e presenca de regides
hipoecogénicas irregulares. Percebe-se que a inflamagdo gerada ¢ referente ao trauma
(insercdo da agulha e injecao de pequeno volume de liquido), pois no D7 ja observa-se
reorganizacao das fibras musculares e diminui¢do das regides hipoecogénicas observadas
entre as fibras, indicando resolu¢dao, em andamento, da inflamagdo. Ademais, nao houve
diferenca entre as regides que receberam o transplante de CTMs-CU e as que receberam
apenas HBSS, indicando que as CTMs ndo foram responsaveis pelas alteragdes
encontradas.

Os parametros hematoldgicos sdo importantes na analise da seguranga do uso de
CTMs alogénicas, pois permite ser avaliada por meio da resposta leucocitaria, que em
casos de inflamagdo aguda pode resultar em alteragdes no leucograma. A depender da
intensidade da resposta esta pode ser caracterizada por leucocitose por neutrofilia ou
leucopenia por neutropenia, com ou sem desvio a esquerda e neutrofilos toxicos. Outra
forma de avaliar a resposta inflamatdria ¢ a dosagem de fibrinogénio que, por ser uma
proteina de fase aguda, se eleva rapidamente em resposta a citocinas inflamatoérias [51].

Nossos resultados demonstraram que o transplante local de CTMs-CU equino em
tecido muscular nas condi¢gdes executadas no experimento ndo incitaram resposta
inflamatoria sistémica. Um estudo elaborado por Broeckx et al. [52] avaliou, por meio de
diferentes parametros hematologicos, a influéncia da injecdo intravenosa de CTMs
alogénicas derivadas de sangue periférico em equinos. Como resultado, observou
alteracdo nos valores da contagem de plaquetas, neutrdfilos e niveis de cortisol no grupo
tratado em relagdo ao grupo controle, mas ndo puderam afirmar que foi influéncia das

CTMs. Em um trabalho mais recente, KOL et al. [53], fez multiplas injecdes intravenosas
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de CTMs alogénicas derivadas de tecido adiposo (TA) e medula 6ssea. A avaliagdo
clinica ndo revelou nenhum efeito adverso, assim como no exame hematoldgico. Porém,
na dosagem, por citometria de fluxo, de linfécitos T CD8+ foi encontrado aumento da
producao nos equinos que receberam transplante de CTMs-MO, revelando uma reacao
do organismo sem variacao dos parametro clinicos considerados normais. O mesmo ndo
ocorreu com os animais que receberam CTMs-TA, indicando que a heterogeneidade das
CTMs-MO pode ter ativado a producao dessas células.

Na etapa da analise histopatologica do musculo gliteo médio superficial foi
notada, isoladamente, a presenca de infiltrado inflamatério, predominantemente
mononuclear, em algumas amostras em todos os grupos € momentos, assim como
infiltrado neutrofilico discreto. Comparando os grupos, foi observado que eles nao
diferiram (P>0,05) entre si no grau de inflamag¢do. Na andlise entre momentos, houve
diferenca apenas na intensidade de infiltrado neutrofilico no momento D2, em relagdo ao
momento D-30 (bidpsia realizada em musculo integro) no grupo tratado. Esse resultado
demonstra que, ap6s a aplicagdo das CTMs-CU, houve uma inflamagdo discreta,
detectada 48 horas depois, a qual foi cessada no momento D7.

E comum observarmos células inflamatérias apos transplantes de diversos tipos
desde que seja modulada. Em um estudo com transplante alogénico intra-articular de
CTMs de medula d6ssea de equino feito por Pigott et al. [23], foi encontrada reagdo
inflamatoria apos 48 horas da aplicacdo, mas que cessou em um intervalo entre 7 e 28
dias de forma espontanea. Os autores compararam o transplante alogénico, alogénico
modificado geneticamente, xenogénico e autdlogo, e apesar do grau de inflamacao ter
sido maior nos grupos alogénico e xenogénico, em todos os grupos foi observado um
certo grau de inflamacdo que correspondeu a fase aguda.

Em outro estudo, similar ao presente trabalho, Carrade et al. [33] realizaram
transplante de CTMs autdlogas e alogénicas de cordao umbilical por via intradérmica e
avaliou histologicamente o processo inflamatorio 48 horas, 72 horas e 7 dias apos
aplicagdo. As andlises revelaram uma leve resposta tecidual as inje¢des de CTMs de
forma semelhante entre autdlogas e alogénicas, com pico 48 horas apos o transplante e
que se resolveu aos 7 dias, revelando uma resposta auto-limitante.

No experimento realizado por Gala et al. [54], os autores mostraram a indugao de
resposta inflamatoria por CTMs-MO autélogas em tecido muscular de ratos, com a
hipotese de que CTMs cultivadas in vitro sofrem modificagdes fenotipicas durante a

manipulacdo extracorporea, se tornando imunogénicas. Esses achados da literatura
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indicam que ¢ comum a reagdo do organismo quando qualquer material bioldgico
reproduzido ¢ inserido em um animal, tanto pela presenca do material quanto pela
manipulagdo empregada, principalmente devido ao fato de nao ter sido administrado
nenhum tipo de anti-inflamatorio geralmente utilizado nesse tipo de procedimento.

Em nosso estudo, o infiltrado inflamatdrio esteve presente também em amostras
do grupo controle, permitindo afirmar que outros fatores que nao a presenca das CTMs
incitaram a leve resposta, como as multiplas injecdes durante a aplicagdo. O infiltrado
inflamatério, quando presente, era em sua maioria perivascular e focal, indicando que a
resposta tecidual foi leve e se resolveria de forma independente, ndo inviabilizando o uso
terapéutico das CTMs-CU.

O resultado da analise histologica das laminas revelou degeneracdo e necrose de
fibras musculares em somente um campo de apenas quatro biopsias, das 36 analisadas.
Além disso, trés eram do grupo controle, sendo uma no D2 e duas no D7, demonstrando
que a degeneracao e necrose de fibras ocorreu mesmo sem a presenga das CTMs-CU. A
manipulacdo empregada no transplante pode explicar a presenca das fibras lesionadas, as

quais estimularam uma reagdo inflamatdria de células fagociticas.

2.5 Conclusao

Pode-se concluir que as CTMs-CU nao provocam inflamacdo no gluteo médio
superficial que curse lesdo tecidual ou rejeicdo pelo organismo do hospedeiro e que
portanto, o uso destas células na terapia de lesdes do musculo gliteo médio superficial é
seguro e apresenta um bom potencial para utilizagdo clinica. Além disso, ndo existem
estudos avaliando a imunogenicidade de CTMs-CU de equinos em tecido muscular,
contribuindo de forma expressiva para a pesquisa cientifica. Destaca-se ainda, a
possibilidade de extrapolagdo dos nossos resultados para outras espécies, uma vez que o

equino ¢ um exemplar modelo experimental para estudos do sistema musculoesquelético.
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CONCLUSOES GERAIS

Mediante a analise imunofenotipica da expressdo dos marcadores de
superficie celular e diferenciagdo em multilinhagens, as células utilizadas no
experimento foram caracterizadas como células-tronco mesenquimais, além de
apresentarem negatividade ao marcador MHC-Il, uma das caracteristicas que
explica a auséncia de imunogenicidade dessas células.

O teste de clonicidade permitiu mostrar a boa capacidade das CTMs-CU
em se multiplicar e gerar coldnias.

Por meio dos exames hematoldgicos, ultrassonograficos e histoldgicos,
pdde-se concluir que as CTMs-CU n&o provocam inflamagéo no gluteo médio
superficial que curse leséo tecidual ou rejeigao pelo organismo do hospedeiro e
que portanto, o uso destas ceélulas na terapia de lesées do musculo gluteo médio
superficial € seguro e apresenta um bom potencial para utilizagao clinica. Além
disso, ndo existem estudos avaliando a imunogenicidade de CTMs-CU de
equinos em tecido muscular, contribuindo de forma expressiva para a pesquisa
cientifica. Destaca-se ainda, a possibilidade de extrapolacdo dos nossos
resultados para outras espécies, uma vez que 0 equino € um exemplar modelo

experimental para estudos do sistema musculoesquelético.
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ANEXO 1

e Material e métodos

o Isolamento e cultivo das CTMs-CU

FIGURA 5. Amostra de corddao umbilical equino
coletada para isolamento de CTMs. Nota-se a
presenca dos vasos sanguineos e tecido
intervascular (setas).

o Transplante celular

FIGURA 6. Momento do transplante de CTMs-CU no musculo gluteo médio
superficial equino. (A) Agulha sendo guiada por aparelho de ultrassonografia. (B)
Aplicagcdo da suspensdo de CTMs-CU no local guiado pelo aparelho de
ultrassom.



o Bidépsias musculares

FIGURA 7. Etapas da realizagdo da biopsia muscular. (A)
Introducdo da agulha de bidpsia na inciséo feita. (B) Fragmento
muscular colhido, no lumen da agulha. (C) Fragmento do musculo
sendo envolvido por talco neutro. (D) Criopreservagédo do
fragmento em nitrogénio liquido.
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¢ Resultados

o Caracterizacao imunofenotipica
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FIGURA 8. Histogramas representando o perfil imunofenotipico das
CTMs-CU a fresco em cultivo primario. Foram avaliados, por citometria de
fluxo, os marcadores de superficie celular CD 34, MHC-II, CD 90 e CD 44
conjugados com FITC.
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FIGURA 9. Histogramas representando o perfil imunofenotipico das
CTMs-CU em terceira passagem apés descongelagdo. Foram avaliados,
por citometria de fluxo, os marcadores de superficie celular CD 34, MHC-
II, CD 90 e CD 44 conjugados com FITC.
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o Potencial de diferenciagdo em linhagens mesodermais

FIGURA 10. Diferenciagdo das CTMs-CU em linhagens mesodermais. (A)
Diferenciacdo osteogénica. Note a deposi¢cdo de grande quantidade de
matriz rica em calcio marcada com Alizarin Red. (B) Diferenciagcéo
adipogénica. Note a presenca de goticulas (seta amarela) intracelulares de
gordura coradas com QOil Red.

o Unidades formadoras de colonias fibroblasticas

FIGURA 11. Ensaio de UFC-F. Colonia de CTMs-
CU em placa de seis wells, coradas com Cristal
Violeta.
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ANEXO 2
Normas para publicagao no periddico “Cytotherapy”:
Article structure

Manuscript files should be structured as follows: (1) Title page; (2) Abstract; (3)
Keywords; (4) Abbreviations; (5) Main text; (6) Acknowledgments; (7) Disclosure of
Interest; (8) References; (9) Legends of Figures and Tables; and (10) Tables and/or

Figures.

Manuscript Style

The text should be double-spaced with generous margins. Times New Roman in 12 pt
size is the preferred font style. Smaller spacing and font may be used for references,
tables and figure legends. Subheadings may be used for clarification in the Material and
Methods and Results sections, and must clearly differentiate from the main text using
appropriate font style. The Title page hould include: (a) Full title (avoid abbreviations in
the title); (b) Running title (for page heading, maximum of 50 characters); (c) All
contributing authors with full name, title and affiliation; and (d) Corresponding author
details with e-mail address (to which all decision letters and page proofs will be
communicated).

AUTHOR INFORMATION PACK 21 Jun 2015 www.elsevier.com/locate/jcyt 7

Should be 250 words or less and divided into subheadings: (1) Background; (2) Methods;
(3) Results; (4) Discussion; and (5) Keywords. Only approved abbreviations may be used
in the abstract without definition. Review Articles should include a "block style"

nonstructured abstract.

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of
units (SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in Sl. You are urged to
consult IUPAP: Symbols, Units, Nomenclature and Fundamental Constants in Physics:

http://www.iupap.org/ for further information.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple
formulae in line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a

horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be
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presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number
consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if referred

to explicitly in the text).

Figure Captions

Include the figure number in the figure caption (in Arabic numerals). Every panel
appearing in the artwork should be defined in the legend. Define scale bars in figure
legends, not in the artwork. Legends should be intelligible without reference to the text.

Abbreviations defined in the text do not have to be defined again in the figure legends.

Tables

As with figures, the number of tables should be kept to a minimum and preferably not
repeat information already found in the text. Tables should be intelligible without
reference to the text and should supplement, not duplicate it. Each table should be
included in the main manuscript file on a separate page after the references. If tables are
uploaded separately, they must be in Word or Excel.

The title should be typed above the first line of the table, and should include the number
of the table (Roman numerals). Footnotes are indicated by using lower case alphabets

as superscripts. P values are given as numbers (not as *, **, ***). Abbreviations defined

in the text do not have to be defined again in the table key.

References

The total number of references should not exceed 100. Number references consecutively
in the order in which they are first mentioned in the text. Identify references in the text,
tables and legends by Arabic numerals within parentheses, i.e. (1). References cited in
tables and legends to figures should be numbered in accordance with a sequence
established by the first identification in the text of the particular table or illustration. The
titles of the journals should be abbreviated according to the style used in Index Medicus.
List all authors when 6 or fewer; when 7 or more, list the first six and add 'et al'. If a
journal carries continuous pagination throughout a volume the month and issue number
are omitted in the reference list. Page numbers are given as "2284-90", not "2284-2290."
The use of abstracts in the list of references should be avoided. Manuscripts accepted
but not yet published are designated 'in press.' Unpublished observations as well as

manuscripts submitted but not yet accepted
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should be cited in the text only as 'unpublished observations' with the authors' initials,
surname and institution as well as the year when the observation was made. The

references must be verified by the authors against the original documents.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may
be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they should
follow the standard reference style of the journal and should include a substitution of the
publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation
of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication and a

copy of the title page of the relevant article must be submitted.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online
links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing
services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in
the references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles,
publication year and pagination may prevent link creation. When copying references,

please be careful as they may already contain errors. Use of the DOI is encouraged.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any

further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g.,
after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in the
reference list. References in a special issue. Please ensure that the words 'this issue'
are added to any references in the list (and any citations in

the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can

be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s)



66

name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly
encouraged. The reference style used by the journal will be

applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will

be highlighted at proof stage for the author to correct.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual
authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given. List:
Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they

appear in the text.



