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PADRONIZACAO DA COLETA E QUANTIFICACAO DE CELULAS-TRONCO
HEMATOPOETICAS NO SANGUE DO CORDAO UMBILICAL DE CAES.

RESUMO - As células-tronco promovem a reconstituicdo hematopoética e de
outros tecidos, estando presentes no embrido, sangue periférico, medula O0ssea e
sangue do corddao umbilical (SCU). Os modelos experimentais de células-tronco do
sangue periférico e da medula 6ssea, em caes, tém propiciado informaces relevantes
para transplantes de células-tronco em humanos. Entretanto, ndo existe estudo sobre o
SCU canino. O objetivo deste ensaio foi padronizar um método de coleta de SCU de
cdes sadios e quantificar as células sangiiineas e células-tronco CD34" do SCU. No
presente protocolo, a coleta de SCU de 40 cées neonatos foi realizada para contagem
das células sanglineas, com o auxilio de um contador automatico de células, bem
como das células-tronco, CD34", utilizando-se do citdmetro de fluxo. O método de
coleta do SCU na porc¢éao justaplacentaria dos vasos umbilicais permitiu a quantificacao
das células sanglineas e células-tronco. Os valores hematoldgicos do SCU, exceto o
VCM e o numero de plaquetas, apresentaram-se reduzidos com relacdo aqueles de
cades recém-nascidos e adultos. Apesar do volume escasso de SCU (1325 ulL), a
quantidade de células-tronco do corddo umbilical canino (3,38+2,72 CD34* x10%kg) é
semelhante aquela reportada para medula 6ssea, bem como para o sangue periférico
mobilizado de cades adultos, sendo coincidente com aquela preconizada para

reconstituicdo hematopoética.

Palavras-chave: células-tronco, células sangiineas, corddo umbilical, citometria, caes
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STANDARDIZATION OF COLLECTION AND QUANTIFICATION OF
HEMATOPOIETIC STEM CELLS OF THE UMBILICAL CORD OF DOGS.

SUMMARY - Stem cells promote the reconstitution of the hematopoietic and
others tissues, and are present in the embryo, peripheral blood, bone marrow and
umbilical cord blood (UCB). The experimental models of bone marrow and peripheral
blood stem cells in dogs provide important information for stem cells transplants in
humans. However, there are no studies on the UCB cells of dogs. This experiment
aimed at standardizing the collection method and at quantifying blood and stem cells in
the umbilical cord of dogs aiming at hematological recuperation. In this assay, UCB of
40 neonates dogs was collected for blood cell count in automatic cell counter and stem
cell CD34" count in flow cytometer. The method of UCB collection at the juxta-placental
portion of the umbilical vessels allowed UCB blood and stem cell CD34" quantification.
The hematological values of UCB, except for the Mean Corpuscular Volume and platelet
count, were reduced as compared to the reference values of the peripheral blood of
healthy neonate and adult dogs. Despite the small volume of UCB (1325 puL), the
quantity of stem cells in the canine umbilical cord (3.38+2.72 CD34" x10°%/kg) is similar to
that reported in the bone marrow and mobilized peripheral blood of adult dogs,

coinciding with the amunt recommend for hematopoietic reconstitution.

Keywords: stem cell, blood cells, umbilical cord, cytometry, dogs
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| INTRODUCAO

As células-tronco hematopoéticas (CTH) apresentam habilidades de auto-
renovacdo e diferenciacdo adequadas a reconstituicdo hematopoética e, estudos
recentes, tém revelado a plasticidade das referidas células-tronco em se diferenciar em
células ndo hematopoéticas tais como células hepaticas, neuronais, renais,
pancredticas, pulmonares, gastrintestinais, tegumentares, vasculares, musculares
cardiacas e esqueléticas. O potencial proliferativo das CTH tem sido intensamente
estudado devido a importancia de tais células na terapia celular e génica.

As CTH estéo presentes no parénquima hepatico embrionério, sangue periférico,
medula 6ssea e sangue do corddo umbilical (SCU), sendo que, o SCU € considerado
uma fonte alternativa de CTH com relacdo a medula 0ssea e sangue periférico, com
vistas as diferentes modalidades de transplantes.

Os modelos experimentais de transplantes de células-tronco do sangue periférico
e da medula 6ssea, em cédes, tém propiciado informacdes pré-clinicas de extrema
importancia nos transplantes de CTH em humanos. A conducdo de protocolos com
cades permite a utilizacdo do modelo canino para varias propostas experimentais e

terapéuticas.

Il REVISAO DE LITERATURA

Il.I CELULAS-TRONCO

Hematopoese
A hematopoese ou hemopoiese (hemato ou hemo significa sangue, poiesis
significa fazer) é realizada no sistema hematopoético, o qual é constituido por células-

tronco hematopoéticas (CTH), células precursoras, células sanglineas
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morfofuncionalmente maduras e tecido de sustentacdo da hematopoese
(microambiente hematopoético), localizado nas cavidades medulares de 0ssos chatos e
longos, baco, figado, linfonodos e timo. O sistema hematopoético é uma rede integrada
de células que inicia o ciclo continuo de diferenciacdo de uma pequena populacédo de
CTH que dao origem a todas as células heterogéneas funcionais do sangue e do
sistema imune, fundamentando a teoria monofilética da origem do sangue (GASPER,
2000).

As CTH, ou células progenitoras hematopoéticas pluripotenciais, ddo origem a
progenitores oligopotenciais, os quais produzem progenitores de duas ou mais
linhagens celulares e diferenciam-se em células unipotenciais, caracterizadas pela
producdo de uma unica linhagem celular. A célula progenitora unipotencial desenvolve-
se em células precursoras, morfologicamente reconheciveis, que déo origem as ceélulas
sanguineas maduras, mediante estimulo adequado (RICHMAN et al., 1978).

A hematopoese e a hemocaterese permanecem em equilibrio, porém, sob a acdo
de determinados fatores de crescimento, microambientais ou humorais, pode ocorrer
um desequilibrio, estimulando a reposicao hematopoética. Tal resposta ocorre gracas a
existéncia de um compartimento de células-tronco primitivas na medula 6ssea, o qual
responde a estas demandas, produzindo células precursoras dos tipos celulares

especificos que requerem expansao (METCALF, 1981).

Biologia e Plasticidade das Células-tronco

A maioria das CTH estd na fase de repouso (Gp) do ciclo celular e h4d pouca
atividade mitética no compartimento das células-tronco, no qual ocorre a auto-
renovagcdo das referidas células e a manutencdo da hematopoese pela proliferacao
clénica. Morfologicamente, as CTH assemelham-se aos pequenos linfécitos, tendo alta
razdo nucleo-citoplasma, nucléolo proeminente e citoplasma basofilico destituido de
granulos (GASPER, 2000).

As células-tronco séo classificadas de acordo com o seu tecido de origem, bem
como seu potencial em se diferenciar em um ou mais tipos especificos de ceélulas

maduras. Algumas células-tronco sdo mais versateis do que outras. Por exemplo, o
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zigoto e suas células-filhas intermediarias sdo capazes de se diferenciar em qualquer
tipo de célula, incluindo todas as células embrionarias, fetais, adultas e extra-
embrionarias, como as da placenta. As células-tronco pdés-natais, apesar de serem
pluripotentes, apresentam capacidade de diferenciagdo mais limitada (HERZOG et al.,
2003).

A CTH tem origem mesenquimal e, durante o periodo de vida intra-uterino, esta
presente no saco vitelino embrionario e, posteriormente, desloca-se por via hematdgena
para o figado, baco, linfonodos e timo fetal. Na metade do periodo de vida intra-uterino,
a hematopoese passa a ocorrer na medula 0ssea, que se torna o principal sitio
hematopoético no final da gestacéo até a vida adulta (JAIN, 1986).

As células-tronco mesenquimais ou estromais tém habilidade de se diferenciar
em osteoblastos, condrocitos, e adipécitos, em resposta a determinados estimulos
(PITTENGER et al., 1999). Varias citocinas e técnicas de isolamento (imunomagnética
e fisica) tém sido utilizadas para identificar e expandir as células-tronco mesenquimais
(SIMMONS et al., 1994; GRONTHOS et al., 2003).

As CTH sao as Unicas células do sistema hematopoético que exibem potencial
proliferativo extensivo e capacidade de se diferenciar em todas as células do sistema
linfo-hematopoético continuamente até a morte (GASPER, 2000; HERZOG et al., 2003).

Estudos recentes em humanos tém revelado a plasticidade das células-tronco
hematopoéticas, que podem se diferenciar em células ndo hematopoéticas de varios
tecidos, incluindo células do figado (ALISON et al., 2000; AUSTIN & LAGASSE et al.,
2003; KORBLING et al., 2002), sistema nervoso central (MEZEY et al., 2000; AKIYAMA
et al., 2002; JIN et al.,, 2002), rins (CORNACCHIA et al., 2001; KALE et al., 2003),
pancreas (HESS et al., 2003; IANUS et al., 2003), pulmdes (THEISE et al., 2002), pele
(BADIAVAS et al., 2003), trato gastrintestinal (OKAMOTO et al., 2002), coracao (ORLIC
et al., 2001; QUAINI et al., 2002; STAMM et al., 2003; TSE et al., 2003) e musculo
esquelético (FERRARI et al., 1998; GUSSONI et al., 2002).

Entretanto, ha relatos contradizendo a capacidade de plasticidade das células-

tronco adultas, sendo que novos estudos sdo necessarios para avaliar a possibilidade
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de regeneracdo tecidual e a relevancia clinica do transplante de células-tronco
(QUESENBERRY et al., 2004; ROMANO, 2004; TANG, 2004).

Fontes de Células-tronco Hematopoéticas

Estudos iniciais em primatas e humanos estabeleceram que as CTH estdo
presentes no sangue periférico (KESSINGER et al., 1988; SIENA et al., 1989; SCHOTS
et al., 1996; ARMITAGE et al., 1997; ABONOUR et al., 1998; PEREZ-SIMON et al.,
1998), parénquima hepético do embrido (FORRESTER et al., 1991; RICE et al., 1994),
medula 6ssea (KESSINGER et al., 1988; WAGNER et al., 1992; HUANG et al., 1998) e
sangue do corddo umbilical (BROXMEYER et al., 1989; GLUCKMAN et al, 1989;
BROXMEYER et al., 1992; WAGNER et al., 1992; LIM et al., 1999).

Vérios relatos em humanos atestam que, as CTH com maior potencial
proliferativo para o transplante sdo as ceélulas-tronco embrionarias, seguidas pelas
células do corddo umbilical, medula 6ssea do adulto e sangue periférico (LANSDORP,
1995; REBEL et al., 1996; MAYANI; LANSDORP, 1998; VERFAILLIE, 2002).

Apesar do numero de CTH funcionais no SCU humano ser dez vezes menor do
gue na medula 6ssea, a capacidade proliferativa das células-tronco do SCU é superior
aquelas provenientes da medula éssea e do sangue periférico (BENITO et al., 2004),
sendo que, o sucesso do transplante de células-tronco do SCU humano pode ser
atingido com um décimo da quantidade necesséria para o TMO (HOWS, 2001).

A ocorréncia da doenca do enxerto-contra-hospedeiro (DECH) em transplante de
SCU é reduzida quando comparada aquela do transplante de sangue periférico e
medula G6ssea, devido, possivelmente, a imaturidade imunolégica das CTH e auséncia
de células T maduras no SCU (WAGNER, 1993; GLUCKMAN et al., 1998), permitindo

melhor tolerédncia imunoldgica no transplante de SCU (BENITO et al., 2004).

I.I METODOS PARA QUANTIFICACAO DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOETICAS

Estudos citomorfologicos e citoquimicos sdo métodos classicos para caracterizar

e classificar células hematopoéticas (JAIN, 1986), porém técnicas de imunocitoquimica
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e imunofenotipagem (anticorpos monoclonais) tém promovido um avanco na definicédo e
classificacdo de células sanglineas, particularmente aquelas de baixo grau de
diferenciacdo. Os anticorpos monoclonais conjugados com compostos fluorescentes,
tais como o isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou ficoeritrina (PE), podem ser
incubados com as células a serem analisadas, permitindo a identificacdo e
quantificacéo citofluorométrica de tais células (GRINDEM, 1996). A citometria de fluxo é
um recurso emergente na Medicina Veterinaria que permite uma analise rapida, objetiva

e quantitativa de células em suspenséo (FALDYNA et al., 2001).

Citbmetro de Fluxo

O citbmetro de fluxo € um separador de células ativado por imunofluorescéncia
(FACS - "Fluorescence Activated Cell Sorter”) que mede a intensidade de fluorescéncia
de cada célula, sendo que as células sdo separadas de acordo com a sua fluorescéncia
caracteristica (ROITT et al., 2003).

As células da amostra em suspensao sao marcadas com reagentes
fluorescentes especificos para deteccdo de moléculas de superficie e séo introduzidas
numa camara de fluxo. O fluxo de células que atravessa a camara é envolvido por uma
solucdo tampao, sendo que 500 a 4000 células ou particulas passam em fila Gnica, por
segundo, através de um sensor eletrénico. O fluxo é iluminado por laser de argbnio
(azul), que tem uma energia de luz incidente de 488nm. Cada célula é avaliada com
relacdo ao tamanho (feixe de luz frontal) e granulosidade ou complexidade interna (feixe
de luz lateral), bem como para intensidade de fluorescéncia para deteccao de diferentes
marcadores de superficie (imunofenotipagem). A vibracdo do fluxo celular provoca o
rompimento em goticulas que sdo carregadas eletricamente e, a partir dai, dirigidas
através de placas de deflexdo eletromagnéticas para serem coletadas em diferentes
populacdes celulares de acordo com os parametros medidos, sob controle de um
computador (ROITT et al., 2003).
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Fundamentos da Técnica Citofluorométrica

A citometria de fluxo € um teste de imunofluorescéncia que pode ser usado para
identificacdo de determinadas células em suspensao. Portanto, promove a identificacédo
e a quantificacdo de células com base no tamanho (“Forward Scatter” — FSC), na
granulosidade (‘Side Scatter” — SSC) e na intensidade de fluorescéncia destas ceélulas
(ROITT et al., 2003).

A intensidade de fluorescéncia das células permite a imunofenotipagem, que
consiste na separacdo de populacdes distintas de células com marcadores de
superficie, representados por anticorpos monoclonais especificos ligados a compostos
quimicos fluorescentes ou fluorocromos (GRINDEM, 1996).

Os anticorpos monoclonais sdo os marcadores de escolha devido a sua
especificidade, reacdo cruzada minima e reprodutibilidade (KEREN, 1994). O termo CD
(“Cluster Designation” = denominacdo de grupamento) é utilizado para denominar os
anticorpos monoclonais, obtidos em diferentes laboratérios, contra antigenos
leucocitarios humanos (ROITT et al., 2003).

Alguns “Workshops” tém sido organizados com o intuito de classificar os
anticorpos monoclonais com um numero do CD correspondente a nomenclatura
humana para diversos animais domésticos. Em relacéo aos anticorpos monoclonais que
marcam o0s antigenos leucocitarios caninos, estes foram definidos durante o “Primeiro
Workshop Internacional de Antigeno Leucocitario Canino” (1" CLAW — “First Canine
Leukocyte Antigen Workshop”), ocorrido em Cambridge (U.K.) em 1993 (COBBOLD;
METCALFE, 1994), sendo que, alguns anticorpos monoclonais especificos para caes

estao disponiveis comercialmente (BYRNE et al., 2000).

Preparacdo da Amostra

A coleta e o processamento da amostra variam de acordo com o tipo celular e o
método de ensaio. Varios anticoagulantes como o EDTA, citrato de sédio e heparina
tém sido utilizados com sucesso. O volume de amostra necessario para analise €,
geralmente, de 100puL de sangue total. Células danificadas ou mortas alteram as

propriedades de tamanho e granulosidade e propiciam ligacdo inespecifica de
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anticorpos monoclonais. Portanto, o sangue deve ser refrigerado e processado logo
apos a coleta da amostra (WEISS, 2002).

A metodologia utilizada no processamento citofluorométrico de amostras de
sangue é comum na maioria dos ensaios (QUIRKE & DYSON, 1986). Geralmente, as
células sdo incubadas por 30 a 60 minutos com um fluorocromo ou um anticorpo
monoclonal especifico. Se o anticorpo monoclonal € marcado com o fluorocromo, a
suspensdo celular é lavada, ressuspensa em solucdo tampdo, e analisada. Se o
anticorpo primério ndo € marcado, tipicamente, um anticorpo imunoglobulina anti-rato é
adicionado. O anticorpo secundario marcado se liga proporcionalmente a quantidade de
anticorpo primario. Ap6s a remocao do anticorpo secundario em excesso pela lavagem,
a amostra é analisada (WEISS, 2002).

Avaliacao citofluorométrica das Células-tronco Hematopoéticas

As CTH derivadas do figado fetal, do corddo umbilical, da medula 6ssea ou do
sangue periférico, podem ser identificadas com o auxilio de um marcador celular
caracterizado como uma glicoproteina CD34 (HUSS et al., 2000).

A expressdo da proteina de superficie celular CD34, na populacdo de células
hematopoéticas que contém células-tronco foi estudada em humanos (BENSINGER et
al., 1996), camundongos (LAROCHELLE et al., 1996; MOREL et al., 1996), primatas
ndo-humanos (BERENSON et al., 1988; ANDREWS et al., 1992) e cdes (McSWEENEY
et al.,, 1998; BRUNO et al.,, 1999; BRUNO et al., 2001; NIEMEYER et al., 2001;
HARTNETT et al., 2002).

A contagem de células CD34" a serem transplantadas foi proposta inicialmente
por SIENA et al. (1989) como um indicador da capacidade reconstitutiva das células
sanglineas. Apos o referido estudo, a citometria de fluxo foi amplamente adotada para
enumeracio de células CD34" (WUNDER et al., 1992).

O protocolo para quantificagdo de CD34", proposto pelo Comité de Enumeracgéo
de Células-tronco, em 1995, foi aquele indicado pelo ISHAGE (“International Society of
Hematotherapy and Graft Engineering”), por ser um metodo simples, rapido, sensivel a
citometria de fluxo e adequado a aplicacédo clinica (SUTHERLAND et al., 1996).
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No método ISHAGE, os anticorpos monoclonais CD45" marcam todas as células
nucleadas, tais como células-tronco e leucdcitos (GRATAMA et al., 1998). Os
anticorpos monoclonais CD34" marcam células-tronco. Entretanto, algumas células
exibem tamanho, granulosidade e fluorescéncia semelhantes as células CD34", sendo
considerados eventos inespecificos marcados com CD45%/IgG1 (eventos controle). A
contagem de células CD34" ¢ obtida através da subtragido de eventos CD34'/CD45"
dos eventos CD45"/IgG1 (VENDITTI et al., 1999).

O célculo da contagem absoluta de células CD34" ¢é realizado através da
multiplicacdo da porcentagem de células CD34" pelo nimero total de células nucleadas
(contagem global de leucécitos) e o volume do sangue colhido. Este niumero € dividido
pelo peso do paciente, resultando no nimero total de células CD34" /kg (VENDITTI et
al., 1999).

Na metodologia para enumeracao de células-tronco, a utilizacdo de fluorocromos
excitaveis mais brilhantes, como a ficoeritrina (PE), € recomendada por ser mais
sensivel na deteccdo de células CD34" (GRATAMA et al., 1998).

A quantificacdo de CTH humanas com anticorpos monoclonais CD34" tem sido
realizada no sangue periférico (KESSINGER et al.,, 1988; SCHOTS et al., 1996;
ARMITAGE et al., 1997; ABONOUR et al., 1998; PEREZ-SIMON et al., 1998), medula
O0ssea (CORNETTA et al.,, 1998; MIELCAREK et al.,, 2004) e corddo umbilical
(GLUCKMAN et al, 1989; LIM et al., 1999; COHEN; NAGLER, 2004).

1.l MODELOS EXPERIMENTAIS DE ESTUDO DE CELULAS-TRONCO
HEMATOPOETICAS EM CAES.

Modelos experimentais de estudo da hematopoese, em cées, tém propiciado
informacdes importantes sobre o transplante de CTH, permitindo a transposi¢cao destes
achados experimentais para os seres humanos e sendo considerados modelos de
experimentacdo comparada muito promissores (LADIGES et al., 1990; WAGNER &
STORB, 1996; STORB et al., 1998). O modelo de estudo, em cées, permite melhor
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avaliagdo clinica, assim como, maior facilidade na coleta e transfusdo do sangue
(THOMAS, 1999). Além disso, os cdes apresentam tamanho relativamente grande, vida
longa e doencas genéticas homologas aquelas dos humanos, quando comparados a
camundongos (PATTERSON, 2000; SUTER et al., 2004).

A clonagem do cDNA para CD34 canino e a obtenc&do do CD34 canino homélogo
(McSWEENEY et al., 1996), permitram a produgdo de anticorpos monoclonais
especificos para CD34 canino (McSWEENEY et al., 1998). A marcac¢do com anticorpo
monoclonal canino CD34 e sua respectiva contagem por meio da andlise no citbmetro
de fluxo permitem a identificacdo e quantificacdo das CTH da medula éssea de cées
(McSWEENEY et al., 1998; BRUNO et al., 1999; BRUNO et al., 2001; NIEMEYER et al.,
2001; HARTNETT et al., 2002).

As CTH de céaes revelaram-se fenotipicamente e funcionalmente semelhante as
CTH de humanos e camundongos, indicando que o modelo canino é aplicavel ao
estudo de células-tronco, em humanos (KRAUSE et al., 1994; McSWEENEY et al.,
1998; RATAJCZAK et al., 1998; BRUNO et al., 1999).

Na medula éssea, as células CD34" correspondem a, aproximadamente, 1 a 2 %
das células mononucleares, porém sdo capazes de dar origem aos precursores de
todas as linhagens hematopoéticas, evidenciando a habilidade das CTH de reconstituir
a hematopoese em primatas, camundongos e caes apos mielossupressdo (KRAUSE et
al., 1996).

A proporcéo de células CD34" na medula éssea da tibia de cées jovens foi maior
(3,7 £ 0,2%) do que no umero (2,8 £ 0,2%), crista iliaca (1,7 = 0,3%) e fémur (0,26 *
0,03%), sendo que a porcentagem de CD34" da medula 6ssea colhida por lavagem foi
significativamente maior (9,7 £ 1,0%) do que aquela colhida por aspiracdo (SUTER et
al., 2004) e foi semelhante a propor¢do de CD34" da medula Ossea fetal humana
(HUANG & TERSTAPPEN, 1994; THILAGANATHAN et al., 1994; TURNER et al., 1996;
GOLFIER et al., 2000).

A porcentagem de células CD34" na medula 6ssea de cées jovens declinou com
a idade. A medula 0ssea de cdes com duas a trés semanas de idade contém entre 10 a

18% de células CD34" e cdes com mais de trés meses de idade apresentam menos de
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5% (SUTER et al., 2004). A alta proporcdo de células CD34" no homem também tem
sido reportada na medula Ossea fetal e de neonatos quando comparada a adulta
(KONG et al., 1997; ALLEN & HENSHAW, 2001).

O isolamento de células CD34" pode ser realizado através da sedimentacdo por
gradiente de densidade, deplecéo de linhagens com anticorpos monoclonais, separacéo
celular com citbmetro de fluxo ou camara imunomagnética. Um namero significativo de
células CD34" (2 a 5 x 107/kg) foi obtido através da separacdo imunomagnética, da
medula 6ssea de cédes jovens (SUTER et al., 2004). O desenvolvimento de métodos
para purificacdo e caracterizacdo de CTH caninas permite a utilizacdo do modelo
canino para varias propostas experimentais e terapéuticas (NIEMEYER et al., 2001).

O transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH) consiste na injecéo
intravenosa de progenitores hematopoéticos que se desenvolvem em microambientes
especializados, nos quais se diferenciam, proliferam e amadurecem. Entretanto, a
transferéncia de novas células imunologicas pode resultar na doenca do enxerto contra
0 hospedeiro (GASPER & THRALL, 2000). A quantidade de CD34" recomendada para
transplantes em cées varia de 1,2 a 3,4 x 10%kg de peso vivo (GENGOZIAN, 2000).

Estudos recentes tém revelado que os transplantes autdlogos e alogénicos de
CTH séao aqueles mais aplicaveis a medicina veterinaria. O transplante aut6logo
envolve a remocdo temporaria de CTH do proprio receptor, seguida pela
mielossupressao, induzida quimicamente ou radiologicamente, e reinfusdo das CTH,
sendo que a técnica é simples. O transplante alogénico consiste na infusdo de CTH de
um individuo da mesma espécie com genoma diferente, sendo que o doador deve ser
imunologicamente compativel com o receptor para evitar a DECH (GASPER &
THRALL, 2000).

A irradiacao corpérea total, antes, e a imunossupressao com ciclosporina, apos o
TMO alogénico em cdes com antigeno leucocitario idéntico e da mesma ninhada,
estabeleceram o quimerismo hematopoético e inibiram as reacdes de DECH, devido a
deplecdo de linfécitos T do enxerto (STORB et al., 1997).

O TMO alogénico com células CD34", em cdes submetidos a terapia

mielossupressiva com irradiacdo, propiciou a reconstituicdo hematopoética e permitiu
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antecipar uma funcdo importante nos estudos pré-clinicos, em pacientes da referida
espécie, envolvendo a manipulacdo in vitro de células progenitoras hematopoéticas
(BRUNO et al., 1999).

Atualmente, o transplante de sangue periférico mobilizado (TSPM) é uma
alternativa ao TMO. A administracdo de fatores de crescimento hematopoéticos, tais
como, o fator estimulante de colonia granulocitaria (“granulocyte-colony stimulating
factor” ou G-CSF) ou o fator de célula-tronco (“stem cell factor” ou SCF) permite a
mobilizacdo de CTH da medula 0ssea para o sangue periférico de caes, sendo que o
método de colheita e a recuperacdo granulocitaria e plaguetaria no TSPM sédo mais
vantajosos do que no TMO (REVEL et al., 1994; SANDMAIER et al., 1996).

O transplante de CTH do sangue periférico e medula éssea revelam o potencial
terapéutico das células-tronco em caes com linfoma (APPELBAUM et al.,, 1986;
ABRAMS-OGG et al., 1993), doengas genéticas (BREIDER et al., 1989; GOERNER et
al., 1999; HARTNETT et al., 2002; CREEVY et al., 2003; STELZNER et al., 2003),
doencas do miocardio (KOVACIC et al.,, 2004; VULLIET et al., 2004), doencas
vasculares (BHATTACHARYA et al., 2000; HE et al., 2003; MATSUMURA et al., 2003)
e doencas do tecido 6sseo (ARINZEH et al., 2003; DE KOK et al., 2003).

Portanto, os modelos experimentais de estudo das CTH do sangue periférico e
da medula 6ssea, em cdes, tém propiciado informagcbBes pré-clinicas de extrema
importancia nos transplantes de CTH em humanos. Sendo que, a conducdo de
protocolos utilizando-se de caes permite o emprego do modelo canino para varias

propostas experimentais e terapéuticas.

I.IV ANATOMIA DO CORDAO UMBILICAL E DA PLACENTA DE CAES

O cordao umbilical é o anexo fetal que une o feto a placenta e que apresenta no
seu interior 0s vasos umbilicais, que sdo responsaveis pelas trocas sangulineas entre os
organismos fetal e materno. Nos carnivoros, o corddao umbilical é capaz de suportar o

triplo do peso fetal, portanto a mde morde o corddo ap0s o parto com o intuito de
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rompé-lo. O tamanho do corddo umbilical do cao equivale a metade do comprimento
corporal do feto (MICHEL & SCHWARZE, 1970). O corddo umbilical dos carnivoros é
espesso, curto e tem comprimento médio de 6,5 cm (ZANCO, 1998).

O corddo umbilical de cées € dividido em trés porcdes: justafetal, média e
justaplacentaria. Na porgéo justafetal, encontram-se duas artérias umbilicais (cranial e
caudal), uma veia umbilical, o pediculo alantoideo e o pediculo do saco vitelino. Na
porcdo média, ocorrem ramificacbes das artérias umbilicais cranial e caudal dando
origem a quatro ramos (primeiro e segundo ramos craniais e caudais) e, além disso,
verificam-se as confluéncias venosas das raizes venosas cranial e caudal, que sao
constituidas pelas primeiras radiculas craniais e pelas segundas radiculas caudais,
respectivamente. Na porcao justaplacentaria, observam-se quatro ramos arteriais e
quatro radiculas venosas, atingindo a placenta, distribuindo-se pelos lados esquerdo e
direito da cinta placentaria, proximo aos hematomas marginais (ZANCO, 1998).

Os carnivoros sdo denominados deciduados por possuirem placentas
verdadeiras endoteliocoriais, caracterizadas pela unidao materno-fetal intima com o
endométrio, havendo desprendimento de tecidos uterinos e endometriais no parto. Além
disso, a forma externa da placenta de carnivoros é caracterizada pela distribuicdo das
interdigitacdes coridnicas materno-fetais lamelares em forma de cinto, constituindo a
placenta zonaria (NODEN & LAHUNTA, 1990).

O sangue materno € separado do sangue fetal pela barreira placentaria,
constituida pelo endotélio materno, tecido conectivo, epitélio materno, epitélio coriénico
e endotélio fetal (LEISER & KAUFMANN, 1994). Porém, a barreira tissular € mais
estreita nas margens da faixa zonaria, permitindo o extravasamento de sangue a partir
dos vasos sangliineos maternos para o tecido fetal. A degradacdo da hemoglobina
nestes “hematomas” marginais é responsavel pela pigmentacdo verde-brilhante,
denominada hemoclorina, que contrasta com o vermelho intenso da placenta (DYCE et
al., 1990).

O fluxo sangliineo materno-fetal dos carnivoros é classificado como fluxo em
corrente secundaria simples, devido a disposicéo perpendicular dos capilares maternos

e fetais em relacdo ao fluxo sangiineo principal na area de trocas (LEISER &
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KAUFMANN, 1994). Nao ha mistura de sangue arterial e venoso no corddo umbilical e
na placenta, devido a auséncia de anastomoses entre 0s vasos sanguineos (ZANCO,
1998).

1.V SANGUE DO CORDAO UMBILICAL HUMANO

Coleta do sangue do cordao umbilical humano

O SCU, na espécie humana, € colhido por punc¢éo da veia umbilical utilizando-se
seringas (HARRIS et al., 1994) ou bolsas coletoras contendo CPDA (citrato-fosfato-
dextrose-adenina). A coleta de SCU em bolsas coletoras fechadas e estéreis reduz a
contaminacédo bacteriana e fungica (SOUSA et al., 1997; ARMITAGE et al., 1999).

Ademais, a coleta do SCU nédo oferece risco ao doador, ndo requer
hospitalizacdo, ndo necessita de anestesia geral, ndo causa desconforto, ndo necessita
da colaboracdo e disponibilidade de grande numero de voluntarios, causa risco
reduzido de infecgbes e rejeicdo; tendo assim, vantagens sobre a coleta de medula
ossea (RUBINSTEIN et al., 1993; WAGNER, 1993).

Véarios métodos de coleta do SCU humano tém sido propostos, sendo que,
fatores relacionados ao parto podem influenciar as caracteristicas do SCU
(AUFDERHAAR et al., 2003), tais como, o tipo de parto (NIKISCHIN et al., 1997;
YAMADA et al., 2000; SPARROW et al.,, 2002; SOLVES et al., 2003) e a dequitacado
placentaria (SURBEK et al., 2000; LASKY et al., 2002; PAFUMI et al., 2002; SPARROW
et al., 2002; SOLVES et al., 2003).

Avaliacdo do sangue do cordao umbilical humano

A presenca de células progenitoras hematopoéticas no sangue do cordao
umbilical humano foi inicialmente relatada por Knudtzon (1974) e, posteriormente, por
Nakahata & Ogawa (1982), Emerson et al. (1985) e Christensen al. (1986). O potencial
hematopoético do SCU tem sido definido pelo nimero de células CD34", sendo que os

valores da contagem absoluta de células CD34" do SCU humano sdo variados, tais
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como, 3,9 x 10° CD34%*/kg (VENDITTI et al., 1999) e 2 a 4 x 10° CD34"/kg (GILMORE et
al., 2000).

A avaliacdo do SCU, mantido a 4° C (SOUSA et al., 1997; M-REBOREDO et al.,
2000) ou a 24° C (ARMITAGE et al., 1999), foi realizada até 24 horas ap0s a sua coleta
(ADEMOKUN et al., 1997; SOUSA et al., 1997; M-REBOREDO et al., 2000). Broxmeyer
et al. (1989) avaliaram as células nucleadas progenitoras, assim como a esterilidade de,
pelo menos, 100 amostras de SCU antes e apdés a criopreservacdo. O SCU
permaneceu viavel a 4°C ou 25°C por, no minimo, trés dias apés a coleta.

As contagens globais dos eritrdcitos, leucdcitos e plaquetas do SCU podem ser
realizadas com o auxilio de um contador automatico de células, assim como, a
contagem diferencial de leucocitos maduros e de seus precursores por meio de
esfregacos corados com May-Grunwald e Giemsa (RUBINSTEIN et al., 1995).

Valores hematoldgicos (exceto o numero de hemécias e a concentracdo de
hemoglobina corpuscular média), sub-populacdes linfocitarias (CD3*, CD4*, CD8") e
células progenitoras hematopoéticas de SCU de neonatos apresentaram-se mais
elevados do que aqueles obtidos no sangue periférico de adultos sadios, quando
avaliados por contadores automaticos de células, citometria de fluxo e culturas celulares
semi-solidas (CHAISIRIPOOMKERE et al., 1999).

Transplante de células sanglineas do corddo umbilical humano

O conceito inicial de transplante de células do corddo umbilical fundamentou-se
em achados experimentais segundo o0s quais, camundongos irradiados podiam
recuperar-se apos a administracdo de sangue fetal (BROXMEYER et al., 1989). A partir
destes achados experimentais, estes autores sugeriram o transplante de células
progenitoras hematopoéticas presentes no SCU humano. Desse modo, GLUCKMAN et
al. (1989) reportaram o primeiro experimento com transplante de SCU em paciente com
anemia de Fanconi e concluiram que o SCU pode ser considerado uma importante
fonte de células progenitoras para reconstituicdo hematopoética. O transplante de
células do SCU tem como finalidade o restabelecimento da atividade hematopoética

diante de diversos estados patologicos, incluindo desordens genéticas, deficiéncias
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imunoldgicas, neoplasias, assim como para corrigir os estados citopénicos causados
por tratamento quimioterapico prolongado (WAGNER, 1993).

A quantidade de células nucleadas infundida no receptor € um fator significativo
na velocidade de recuperacdo de neutrofilos e plaquetas, apdés o transplante, e esta
relacionada a frequéncia de CD34" e ao contelGdo de células progenitoras
hematopoéticas (LIM et al., 1999).

O transplante de células do SCU é mais comumente realizado em criangas, ja
qgue, s6 é possivel a coleta de uma unidade de sangue do corddo umbilical, porém ha
técnicas de enriquecimento do SCU, cuja adicao de fatores de crescimento é capaz de
promover expansao celular, possibilitando o transplante em adultos (KURTZBERG et
al., 1996; GILMORE et al., 2000; BENITO et al., 2004).

O elevado potencial proliferativo do SCU, como nova fonte de CTH, estimulou o
desenvolvimento de vérios centros de pesquisa de SCU, tais como o Eurocord, assim
como diversos bancos de SCU espalhados por diversos paises (RUBINSTEIN et al.,
1995; GLUCKMAN et al., 1998).

No Brasil, em 1998, a Sociedade Brasileira de Transplante de Medula Ossea
tomou a iniciativa de criar um grupo capaz de estruturar uma rede nacional publica de
bancos de SCU. Em agosto de 2000, uma portaria do Ministério da Saude
regulamentou os primeiros padrfes e procedimentos dessa rede, denominada
Brasilcord, o qual é constituido pelos seguintes centros de pesquisa: INCA — CEMO
(RJ), Hemocentro de Ribeirdo Preto (SP), UNICAMP - Campinas (SP), UFPR - Curitiba
(PR), Hospital Albert Einstein - Sdo Paulo (SP) e Hospital das Clinicas - Hemocentro
(SP). Em 2003, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) instituiu norma
definitiva regulamentando o funcionamento e restringindo a comercializagdo do SCU
(BRASIL, 2004).

Estudos recentes tém demonstrado que, cerca de 70000 unidades de SCU estéo
registradas e disponiveis para o transplante em mais de 50 bancos de SCU do mundo,
sendo que mais de 2000 pacientes (1500 criancas) ja receberam transplante de SCU

(BENITO et al., 2004). Entretanto, apesar da importancia do sangue do corddo
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umbilical, como fonte de células-tronco, e do modelo experimental em cées, ndo existe

estudo sobre as células do sangue do corddo umbilical canino.

Il OBJETIVOS
Os objetivos deste ensaio foram padronizar um método de coleta de sangue do
cordao umbilical de caes sadios e quantificar as células sangliineas e células-tronco

CD34" do corddo umbilical.

IV MATERIAL E METODOS

IV.I PARCELAS EXPERIMENTAIS

O sangue do corddo umbilical (SCU) foi colhido de 40 neonatos, a termo,
oriundos de cadelas sadias apos parto normal (n=29) ou cesariana (n=11) junto ao
Instituto de Obstetricia e Reproducdo de cdes e gatos “Prof. Dr. Vicenti Borelli” do
Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal.

IV.Il COLETA DO SANGUE DO CORDAO UMBILICAL

Apdés o nascimento, procedeu-se a liberacdo do neonato dos seus respectivos
envoltérios placentérios, o pingcamento do corddo umbilical na porcdo justafetal com
auxilio de duas pingas hemostaticas e, finalmente, sec¢cdo do corddao umbilical e
separacado do recém-nascido e placenta. Ato continuo, a placenta de cada neonato foi
posicionada em plano elevado para que o SCU fluisse e fosse colhido por venipuncao
umbilical na por¢éo justaplacentaria do corddo umbilical, com seringa estéril de cinco

mL, contendo acido etilenodiaminotetracético dissédico 10% - EDTA (Figura 1).
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Figura 1 — Coleta do sangue do corddo umbilical (SCU) de cées. A - Neonato envolto
pela placenta zonaria logo apds o nascimento. B - Pingamento na por¢cao
justafetal do corddo umbilical. C — Sec¢do do corddo umbilical para
separacdo do neonato e da placenta. D - Coleta do SCU na porcao

justaplacentaria do vaso umbilical. Jaboticabal (SP), 2004.
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IV.IIl VOLUME DE SANGUE DO CORDAO UMBILICAL, PESO DO FILHOTE E DA
PLACENTA
Logo apos a coleta, foram determinados o volume de sangue do corddo umbilical

de cada filhote, assim como, o peso do filhote e da respectiva placenta.

IV.IV AVALIACAO HEMATOLOGICA

Imediatamente apds a coleta, uma fracdo do sangue do corddo umbilical foi
submetida ao Laboratério de Patologia Clinica da FCAV/UNESP, Céampus de
Jaboticabal, para contagens globais de hemdcias, células nucleadas e plaquetas, assim
como determinacdo do volume globular, da concentracdo de hemoglobina, do volume
corpuscular médio (VCM) e da concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM), todos com o auxilio de um contador automéatico de células ACT-8 Coulter e
contagem diferencial das células nucleadas mononucleares (MNs) e
polimorfonucleares(PMNs) em esfregacos sanguineos corados com uma mistura de
Metanol, May-Grunwald e Giemsa (MMG). A contagem global de células nucleadas foi

corrigida pela subtracdo de eritroblastos presentes nos esfregagcos do SCU.

IV.V AVALIACAO CITOFLUOROMETRICA

Duzentos microlitros (uL) do SCU foram envasados em eppendorf e mantidos
sob refrigeracdo (4° C), até no maximo 24 horas apOs a coleta, para andlise
citofluorométrica junto ao Laboratorio de Citometria de Fluxo do Hemocentro de
Ribeirdo Preto/SP, localizado no Centro de Terapia Celular (CTC) da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP), Universidade do Estado de S&o Paulo (USP).

O protocolo ISHAGE (International Society of Hematotherapy and Graft
Engineering) foi utilizado na quantificacdo de células-tronco CD34". Os anticorpos
monoclonais CD45" marcam células nucleadas (leucdcitos e células CD34" com baixa
especificidade) e os CD34" marcam células-tronco (células CD34" com alta
especificidade). Entretanto, algumas células exibem tamanho, granulosidade e
fluorescéncia semelhantes as células CD34", sendo consideradas eventos inespecificos

marcados com CD45%/IgG1. A contagem de células CD34" é obtida pela subtracéo de
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eventos CD34°/CD45" (eventos especificos) dos eventos CD45'/IgGl (eventos
inespecificos).

A metodologia para a avaliagdo citofluorométrica consistiu, inicialmente, na
identificacdo de dois tubos estéreis (tubo 1 - CD45'PercP/CD34'PE e tubo 2 - CD45"
PercP/IgG1 PE). Nos tubos 1 e 2 foram adicionados 100 uL de SCU e cinco uL de anti-
CD45" conjugado com biotina (MCA1042B, Serotec), que foram incubados por 20
minutos a temperatura ambiente no escuro.

Um mL de tampdo de lise de hemacias (FACS Lysing Solution — Becton
Dickinson) foi adicionado em cada tubo e incubado por dez minutos, a temperatura
ambiente no escuro. Posteriormente, foi realizada a lavagem do material com solucéo
salina tamponada com fosfato 0,01M e pH entre 7,4 e 7,6 (PBS) por duas vezes,
centrifugacdo a 1800 rpm por trés minutos, desprezado o sobrenadante e adicdo de
dois mL de PBS.

ApOs desprezar o sobrenadante, foram incubados cinco uL de reagente
imunologico estreptavidina cy-chrome (554062, Becton Dickinson Pharmingen) em cada
tubo por 15 minutos a temperatura ambiente no escuro e, em seguida, foram
adicionados dois mililitros de PBS para a supracitada lavagem do material. No tubo 1
(CD45PercP*/CD34'PE) foi incubado cinco pL de anticorpo monoclonal canino anti-
CD34" conjugados com ficoeritrina-PE (anticorpo 1H6, #559369, Becton Dickinson
PharMingen) e no tubo 2 (CD45" PercP/IgG1PE), cinco uL de IgG1PE por 20 minutos a
temperatura ambiente no escuro.

Os tubos 1 e 2 foram lavados com PBS, de acordo com o procedimento citado
anteriormente. Em seguida, foram adicionados 200 uL de PBS nos dois tubos e as
amostras foram submetidas a analise no citofluorémetro “Fluorescence Activated Cell
Sorter” (FACS, Becton Dickinson, San Jose, CA) para identificacdo e quantificacdo das

células-tronco CD34", sob controle de um computador (Figuras 2 e 3).
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Figura 2 — Método de quantificacdo das células-tronco do sangue do cordado umbilical
canino pela citometria de fluxo. A - Anticorpos monoclonais CD45" para
marcacgio de células nucleadas e CD34" para células-tronco. B - Citbmetro
de fluxo “Fluorescence Activated Cell Sorter” (FACS, Becton Dickson, San
Jose, CA). C - Avaliagdo citofluorométrica das células em suspensédo de
acordo com tamanho, granulosidade e fluorescéncia — adaptado de Roitt et
al. (2003). D — Reacdo de imunofluorescéncia nos tubos CD45'/IgG1l
(eventos inespecificos) e CD34°/CD45" (eventos especificos). Jaboticabal

(SP), 2004.
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Figura 3 — Representacdo grafica da quantificacdo das células-tronco (CD34%) do
sangue do corddo umbilical canino pela avaliacdo citofluorométrica. A -
Quantificagdo de células CD34'/CD45" (eventos especificos) e B -
Quantificacdo de células CD45%/IgG1 (eventos inespecificos). Jaboticabal

(SP), 2004.
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IV.VI QUANTIFICACAO DE CELULAS CD34"

A contagem de CD34*/mm?® foi estabelecida pela féormula:
CD34*/mm?® = n° de eventos (CD34'/CD45") — n° eventos (IgG1*/CD45") x CN

N° total de eventos adquiridos

Sendo que:

Ne° de eventos (CD34'/CD45")= células CD34'/CD45" (eventos especificos).
N eventos (IgG1*/CD45%)= células IgG1*/CD45" (eventos inespecificos).
CN= contagem global de células nucleadas.

N° total de eventos= N° total de células adquiridas;

e o valor absoluto de CD34" foi calculado através da seguinte férmula:
CD34 x 10°/kg = CD34"/mm®x 10° x volume de SCU (mL)
Peso do céo (kg)

Sendo que:
Volume de SCU (mL)=volume de SCU colhido.

Peso do céo (kg)=peso do cao doador de SCU.

IV.VII ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos para as contagens globais de hemacias, células nucleadas e
plaguetas; determinacdo do volume globular, da concentracdo de hemoglobina, do
volume corpuscular médio (VCM) e da concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM); contagem diferencial de células nucleadas (MNs e PMNSs); além da contagem
citofluorométrica de CD34x10°%kg; foram analisados pela estatistica descritiva basica
para obtencdo dos valores médios e desvios-padrdo das variaveis referidas acima
(SNEDECOR & COCHRAN, 1987).
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V RESULTADOS

A coleta do sangue do corddo umbilical (SCU) foi realizada por venipuncao da
porcéo justaplacentaria do corddo umbilical apos o pingamento da regido justafetal do
corda@o umbilical do recém-nascido.

Os pesos médios e desvios-padrao dos 40 cdes neonatos e das placentas,
apresentados na Tabela 1, foram 342,90+84,17g e 70,30+15,39g, respectivamente. O
volume médio de SCU colhido foi 1325,00+848,07uL. Ao separamos as parcelas
experimentais pelo peso do recém-nascido < ou > 340g, os valores médios foram
335,729 e 375,53g para peso do recém-nascido; 68,94g e 70,73g para peso da
placenta; 733,33mL e 2200,00 mL para volume de SCU, respectivamente (Tabela 2).

Quanto ao eritrograma do SCU dos neonatos, os valores médios e desvios-
padrdo obtidos para contagem de hemacias, concentracdo de hemoglobina,
hematécrito, VCM e CHCM, expressos na Tabela 3, foram 4,160,87 x10%pL;
12,94+3,05 g/dL; 41,41+9,88 %; 99,17+7,08 fL e 31,27+1,61 g/dL.

Os valores médios e desvios-padrao obtidos para contagens global de células
nucleadas e diferencial de polimorfonucleares (relativa e absoluta) e mononucleares
(relativa e absoluta) foram 8,98+3,66 x10°/uL; 70,45+8,42%; 6,37+2,90 x10°/uL;
29,55+8,42%; 2,61+1,21 x10%/uL, respectivamente (Tabela 4).

Com relagdo ao trombograma, o valor médio obtido para contagem de plaguetas
e o desvio-padrdo foram 361,93 + 142,56 x10%/uL, como observado na Tabela 5.

Os valores médios e desvios-padrdo de CD34" (%), CD34'/mm?®e CD34" x10°kg
obtidos pela avaliacédo citofluorométrica do SCU de céaes neonatos foram 11,09+7,30
CD34" (%), 881,74+572,72 CD34"/mm? e 3,38+2,72 CD34" x10%kg, respectivamente
(Tabela 6).
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Tabela 1 — Valores individuais, valores médios e desvios-padréo obtidos para o peso do recém-
nascido, da placenta e volume do SCU de cées neonatos. Jaboticabal (SP), 2004.

Recém-nascido Peso Recém-nascido (g) Peso Placenta (g) Volume SCU (uL)
1 250 80 900
2 240 70 600
3 250 70 300
4 250 80 800
5 250 80 400
6 400 80 2000
7 380 80 1000
8 340 60 600
9 400 66 500
10 260 50 600
11 260 50 600
12 350 60 800
13 375 50 1000
14 250 60 400
15 300 60 1400
16 320 50 1000
17 350 70 1200
18 400 50 2600
19 350 50 2300
20 350 40 1500
21 180 75 2000
22 230 75 1000
23 250 75 1500
24 450 100 400
25 350 75 1800
26 250 50 1800
27 442 93 2250
28 400 86 4000
29 382 79 2250
30 450 96 700
31 428 72 1600
32 523 76 2700
33 403 62 1700
34 275 75 500
35 300 50 800
36 300 75 1000
37 467 105 3000
38 373 80 1000
39 458 73 2000
40 480 84 500

VALORES MEDIOS 342,90 70,30 1325,00
DESVIO PADRAO 84,17 15,9 848,07

Tabela 2 — Valores médios do peso do recém-nascido, peso da placenta e volume do SCU de
cées neonatos com peso < ou > que 340g. Jaboticabal (SP), 2004.

Peso Recém-nascido ()  Peso Placenta (g)  Volume SCU (uL)

Peso recém-nascido < 340g 335,72 68,94 733,33
Peso recém-nascido > 340g 375,53 70,73 2200,00




Resultados 25

Tabela 3 — Valores individuais, valores médios e desvios-padréo obtidos para contagem
global de Heméacias (He), concentracdo de Hemoglobina (Hb), Hematécrito
(Ht), Volume Corpuscular Médio (VCM) e Concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM) do SCU de céaes. Jaboticabal (SP), 2004.

Recém-nascido He (xlOGIML) Hb (g/dL) Ht (%) VCM (fL) CHCM (g/dL)
1 4,39 13,6 46,0 104,8 29,6
2 3,23 9,8 32,8 101,6 29,8
3 2,22 6,6 21,7 97,5 30,5
4 2,89 91 30,3 104,7 30,1
5 2,19 7,3 23,1 105,7 31,5
6 4,88 16,8 50,2 102,8 33,4
7 4,99 17,2 54,3 108,8 31,7
8 4,71 15,7 48,8 103,5 32,3
9 4,38 13,7 42,6 97,3 32,2
10 3,86 12,5 37,9 98,0 33,0
11 452 14,1 43,0 95,0 31,2
12 3,84 10,7 36,3 94,3 29,6
13 5,29 15,5 51,6 97,5 30,0
14 2,84 8,4 27,4 96,4 30,8
15 3,96 13,1 40,4 102,2 32,3
16 4,23 14,0 44,4 105,0 31,6
17 4,50 15,5 48,7 108,4 31,8
18 4,23 15,4 48,3 114,2 32,0
19 4,70 14,7 46,7 99,3 31,4
20 452 16,0 49,8 110,3 32,2
21 6,05 18,0 58,6 96,7 30,7
22 5,03 14,7 48,2 96,0 30,4
23 3,72 11,1 36,2 97,4 30,6
24 414 13,7 442 106,8 30,9
25 5,35 17,8 56,0 104,6 31,7
26 5,20 17,3 54,9 105,6 31,5
27 4,13 11,2 36,3 87,8 31,0
28 3,77 10,3 33,6 89,1 30,5
29 3,65 10,4 33,5 91,9 31,2
30 3,36 9,3 29,5 88,0 31,3
31 3,42 10,0 31,9 93,1 31,3
32 4,47 13,0 41,2 92,0 31,6
33 2,90 8,3 25,8 89,1 32,0
34 5,20 15,0 53,6 103,0 28,0
35 4,60 14,3 50,6 109,9 28,3
36 5,30 15,4 53,7 100,5 28,7
37 4,60 14,0 42,0 91,7 34,3
38 3,23 91 28,2 87,3 32,3
39 4,05 12,2 40,4 99,9 30,1
40 3,80 12,6 33,8 88,9 37,3

VALORES MEDIOS 4,16 12,94 41,41 99,17 31,27

DESVIO PADRAO 0,87 3,05 9,88 7,08 1,61
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Tabela 4 — Valores individuais, valores médios e desvios-padrdo obtidos para a contagem
global de células nucleadas e diferencial de polimorfonucleares - PMS (relativa e
absoluta) e mononucleares - MNS (relativa e absoluta) no SCU de cées. Jaboticabal

(SP), 2004.
Recém-nascido Células nucleadas PMS rel PMS absol MNS rel MNS abs
(x10°/uL) (%) (x10°/uL) (%) (x10°/uL)

1 7,72 87 6,72 13 1,00
2 5,74 69 3,96 31 1,78
3 4,25 71 3,02 29 1,23
4 4,21 71 2,99 29 1,22
5 7,12 68 4,84 32 2,28
6 12,20 91 11,10 9 1,10
7 11,00 82 9,02 18 1,98
8 10,30 79 8,14 21 2,16
9 11,33 64 7,25 36 4,08
10 21,99 77 16,93 23 5,06
11 10,00 78 7,80 22 2,20
12 9,00 70 6,30 30 2,70
13 9,30 71 6,60 29 2,70
14 3,70 73 2,70 27 1,00
15 4,30 67 2,88 33 1,42
16 4,90 62 3,04 38 1,86
17 5,90 75 4,43 25 1,48
18 6,20 69 4,28 31 1,92
19 7,30 78 5,69 22 1,61
20 6,40 64 4,10 36 2,30
21 13,50 73 9,86 27 3,65
22 10,90 75 8,18 25 2,73
23 5,70 74 4,22 26 1,48
24 17,80 74 13,17 26 4,63
25 10,74 55 5,91 45 4,83
26 14,02 62 8,69 38 5,33
27 10,3 61 6,28 39 4,02
28 12,4 74 9,18 26 3,22
29 8,5 74 6,29 26 2,21
30 9,7 54 5,24 46 4,46
31 8,5 52 4,42 48 4,08
32 10,2 78 7,96 22 2,24
33 7,3 62 453 38 2,77
34 8,34 81 6,76 19 1,58
35 6,98 72 5,03 28 1,95
36 7,92 72 5,70 28 2,22
37 10,7 63 6,74 37 3,96
38 7,1 70 4,97 30 2,13
39 9,3 62 5,77 38 3,53
40 6,6 64 4,22 36 2,38

VALORES MEDIOS 8,98 70,45 6,37 29,55 2,61

DESVIO PADRAO 3,66 8,42 2,90 8,42 1,21
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Tabela 5 — Valores individuais, valor médio e desvio-padrao obtidos para contagem
global de plaguetas no sangue do corddo umbilical de cédes neonatos.
Jaboticabal (SP), 2004.

Recém-nascido Plaguetas
(x10*/uL)
1 380
2 357
3 261
4 268
5 314
6 519
7 363
8 168
9 673
10 239
11 417
12 546
13 607
14 358
15 306
16 369
17 418
18 601
19 724
20 557
21 470
22 377
23 309
24 362
25 475
26 387
27 260
28 399
29 160
30 100
31 290
32 303
33 312
34 280
35 242
36 212
37 190
38 312
39 402
40 190
VALOR MEDIO 361,93

DESVIO PADRAO 142,56
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Tabela 6 — Valores individuais, valores médios e desvios-padrao obtidos para contagem
citofluorométrica de CD 34*(%), CD 34*/mm*e CD 34" x 10°/kg no sangue
do cordao umbilical de c&es neonatos. Jaboticabal (SP), 2004.

Recém-nascido CD 34" (%) CD 34'/mm? CD 34" x 10°kg
1 11,77 923,38 3,32
2 17,09 984,40 3,69
3 8,44 533,94 0,65
4 11,53 571,86 1,83
5 7,58 600,83 0,96
6 16,18 2054,09 10,30
7 11,25 1432,56 3,77
8 9,79 1109,09 1,96
9 15,97 1887,68 10,50
10 9,38 2159,01 2,70
11 22,55 2304,93 5,30
12 14,33 1319,40 3,02
13 10,77 1098,34 2,93
14 30,72 1150,75 1,84
15 22,25 964,58 4,50
16 23,31 1142,61 3,57
17 19,93 1180,00 4,04
18 16,85 1061,31 6,90
19 16,62 1263,18 8,30
20 19,76 1304,04 5,59
21 0,24 35,19 0,39
22 0,81 94,54 0,41
23 17,88 1042,07 6,25
24 4,80 956,00 0,85
25 1,74 204,70 1,05
26 3,92 573,50 4,13
27 9,85 1014,34 5,16
28 3,45 428,38 428
29 11,81 1003,91 5,91
30 574 557,04 0,87
31 10,48 890,8 3,33
32 1,63 168,37 0,87
33 3,87 282,66 1,19
34 5,94 186,60 0,50
35 2,49 505,25 0,92
36 1,34 109,30 0,36
37 11,03 124,01 7,96
38 4,32 324,85 0,87
39 9,84 772,12 3,37
40 16,54 949,96 1,00

VALORES MEDIOS 11,09 881,74 3,38

DESVIO PADRAO 7,30 572,72 2,72
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VI DISCUSSAO

A coleta do sangue do corddo umbilical (SCU) de cées foi realizada pela pungéo
dos vasos umbilicais da porgéo justaplacentaria do corddo, sendo que nesta regido os
vasos sangliineos sdo mais calibrosos e retilineos do que nas por¢des justafetal e terco
médio do cordao umbilical (ZANCO, 1998). O SCU dos céaes deste ensaio foi colhido
com seringa estéril, devido ao pequeno volume médio obtido (1325 uL). A técnica de
coleta do SCU preconizada em humanos ocorre em bolsas coletoras fechadas e
estéreis (SOUSA et al.,, 1997; ARMITAGE et al., 1999), que acondicionam o volume
médio de 71mL de SCU (BALLEN et al., 2001).

Devido a disparidade nos valores individuais do volume de sangue do cord&@o
umbilical dos cées, foi realizada a comparacdo entre recém-nascidos com peso < e >
340g, sendo que, o volume de SCU de cées neonatos pesando < 340g representou um
terco daquele colhido em recém-nascidos com peso > 340g. Portanto, novos estudos
devem ser realizados para avaliar os fatores relacionados ao volume de SCU de cées.

As vantagens da coleta do SCU com relagdo a medula 6ssea estéo relacionadas
a auséncia de risco ao doador, ndo requer hospitalizacdo, ndo necessita de anestesia
geral, ndo causa desconforto, ndo necessita da colaboracdo e disponibilidade de
grande numero de voluntarios, além de menor risco de infeccoes e rejeigdo
(RUBINSTEIN et al., 1993; WAGNER, 1993).

As dificuldades encontradas na coleta do SCU relacionaram-se ao rompimento
do corddo umbilical, ao nascimento, devido a alta contratilidade uterina, impedindo a
coleta do sangue do corddo umbilical; o tempo escasso de coleta do SCU, devido a
rapida difusdo do sangue pelos diversos vasos sangliineos do corddo umbilical; o
instinto materno em proteger o filhote, retirar o envoltério placentario do neonato e
morder o corddo umbilical deste; a espera do nascimento de cada filhote proveniente de
parto normal e a necessidade de uma pessoa para auxiliar a coleta de SCU de
neonatos nascidos por cesariana, devido ao nascimento sucessivo de caes. Apesar dos

obstaculos durante a coleta do SCU, em cées, a metodologia aplicada permitiu a
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quantificacdo das células eritroleucocitarias e plaquetarias e células-tronco CD34" do
cordao umbilical.

A analise do SCU no contador automatico de células foi adequado para
realizacdo do hemograma do SCU de cées, assim como descrito em humanos
(CHAISIRIPOOMKERE et al.,, 1999). A contagem global de heméacias (4,16+0,87
x10%puL), concentracdo de hemoglobina (12,94+3,05 g/dL), hematdcrito (41,41+9,88%)
e CHCM (31,27+1,61 g/dL) do SCU foram inferiores aquelas do sangue periférico de
cdes de zero a trés dias (4,8+0,8 x10%/uL; 15,8+2,9 g/dL, 46,3+8,5% e 34,6+1,4 g/dL) e
cdes adultos (5,5 a 8,5 x10% pL; 12 a 18 g/dL e 32 a 36 g/dL). O VCM do SCU
(99,17+7,08 fL) foi mais elevado do que aquele de caes recém-nascidos (94,2+5,9fL) e
adultos (60 a 77 fL), relatados por Meinkoth & Clinkenbeard (2000).

O eritrograma indica que o SCU de cdes neonatos apresenta quantidade
reduzida de hemécias, concentracdo de hemoglobina e hematdcrito, além da presenca
de hemacias jovens macrociticas (VCM elevado) hipocromicas (CHCM reduzido),
indicando atividade eritropoiética elevada, necessaria a manuten¢éo da volemia devido
a expansado do volume plasméatico durante os dois primeiros meses de vida dos caes
(MEINKOTH & CLINKENBEARD, 2000).

O leucograma do SCU foi constituido por contagem de células nucleadas,
polimorfonucleares (PMS) e mononucleares (MNS), pois as células-tronco
hematopoéticas (CTH), morfologicamente, assemelham-se as células mononucleares,
principalmente, aos pequenos linfocitos, tendo alta razdo nucleo-citoplasma, nucléolo
proeminente e citoplasma basofilico destituido de granulos (GASPER, 2000). As
contagens de células nucleadas (8,98+3,66 x10°/uL), PMS (6,37+2,90 x10%/uL) e MNS
(2,61+1,21 x10%pL), do SCU, revelaram-se reduzidas quando comparadas aos valores
do sangue periférico de cdes com zero a trés dias (16,8+5,7 x10%/uL; 11,6+8,8 x10°/uL
e 5,1+3,6 x10%/uL) e semelhantes aos adultos (6 a 17 x10%uL; 3,1 a 13,05 x10°/uL e
1,15 a 6,15 x10°/pL), citados por Meinkoth & Clinkenbeard (2000).

As contagens de plaquetas obtidas para o SCU de cées (361,93+142,56 x10%/uL)

foram semelhantes aquelas consideradas como fisiolégicas no sangue periférico de
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cées de zero a trés dias (302 x10°/uL) e de adultos (200 a 500 x10%/uL), reportadas por
MEINKOTH & CLINKENBEARD (2000). Os valores hematologicos do SCU, exceto o
VCM e o numero de plaquetas, apresentaram-se reduzidos com relacdo aqueles de
caes recém-nascidos e adultos.

Estudos estabeleceram a presenca de CTH no sangue do corddo umbilical
humano (BROXMEYER et al.,, 1989; GLUCKMAN et al, 1989; BROXMEYER et al.,
1992; WAGNER et al., 1992; LIM et al.,, 1999), que apresentam habilidade de auto-
renovacao e diferenciacdo adequadas a reconstituicdo hematopoética (HERZOG et al.,
2003) e sao importantes na terapia celular e génica. Neste ensaio pioneiro, foram
identificadas e quantificadas as células-tronco no SCU de cées. A contagem de células
CD34" como um indicador da capacidade reconstitutiva das células sangiiineas foi
proposta inicialmente por SIENA et al. (1989) e, atualmente, a citometria de fluxo tem
sido amplamente adotada para enumeragéo de células CD34" (HUSS et al., 2000). O
protocolo utilizado para quantificagio de CD34" foi o ISHAGE, por ser um método
simples, rapido e sensivel a citometria de fluxo (SUTHERLAND et al.,, 1996). A
identificacdo e quantificacdo das células-tronco do SCU foram realizadas pela
expressdo do anticorpo monoclonal canino CD34", produzido por McCSWEENEY et al.
(1998) e utilizado na medula 6ssea de caes (MCSWEENEY et al., 1998; BRUNO et al.,
2001; NIEMEYER et al., 2001; HARTNETT et al., 2002).

No SCU, as células-tronco CD34" (0,88 x10°mL) correspondem a 33% das
células mononucleares (2,61 x10°mL). Na medula 6ssea, as células CD34"
representam, apenas, 1 a 2 % dos mononucleares, porém sdo capazes de dar origem
aos precursores de todas as linhagens hematopoéticas, evidenciando a habilidade das
CTH de reconstituir a hematopoese em primatas, camundongos e caes apos
mielossupressédo (KRAUSE et al., 1996).

A porcentagem média de células CD34" no SCU, obtida neste ensaio, foi de
11,09%. A medula 6ssea de cdes com duas a trés semanas de idade contém entre 10 a
18% de células CD34" e cdes com mais de trés meses de idade apresentam menos de
5% (SUTER et al., 2004). Portanto, a porcentagem de células CD34" de cies declina

com a idade. A alta proporcéo de células CD34" também tem sido reportada na medula
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Ossea fetal e de neonatos quando comparada a adulta (KONG et al., 1997; ALLEN &
HENSHAW, 2001).

A densidade populacional de células CD34" ¢ proporcional a capacidade de
reconstituicdo hematopoética apos o transplante de células-tronco (SIENA et al., 1989).
Um importante estudo sobre transplante de medula 6ssea (TMO) em cées, relatou que
houve recuperacdo hematopoética apés o TMO autdlogo com 1,6 a 3,4 x10° células
CD34%/kg e TMO alogénico com 1,75 a 6,8 x10° células CD34"/kg. Cées que receberam
menos de 1,0 x10° CD34'/kg apresentaram lenta recuperacdo da celularidade
neutrofilica e plaguetaria (BRUNO et al., 1999) e linfocitica (HARTNETT et al., 2002).
Cades com disturbio genético de adesdo leucocitaria apresentaram recuperagcao
hematolégica ap6s o TMO alogénico com 2,53 x 10° CD34%/kg (CREEVY et al., 2003).
O transplante de sangue periférico mobilizado (TSPM) com G-CSF e/ou SCF com 4,6
x10° células CD34"*/kg permitiu a reconstituicdo hematopoética dos cdes (SANDMAIER
et al., 1996), sendo uma alternativa ao TMO, devido a facilidade na colheita e a rapidez
de recuperacao granulocitaria e plaquetéria.

A quantidade de células-tronco no SCU de cées (3,38 + 2,72 células CD34"
x10°/kg), obtida neste ensaio, foi semelhante aquela obtida na medula 6ssea (BRUNO
et al., 1999; HARTNETT et al., 2002; CREEVY et al., 2003) e no sangue periférico
mobilizado (SANDMAIER et al., 1996; SANDMAIER et al., 2003) de caes adultos, sendo
a quantidade recomendada (1,2 a 3,4 x10°%Kkg), para reconstituicdo hematopoética em
cédes (GENGOZIAN, 2000). Entretanto, a conducao de novos estudos é importante para

avaliar a viabilidade da aplicacéo clinica do SCU de cdes como fonte de células-tronco.
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VIl CONCLUSOES

O método aplicado para coleta de sangue do corddo umbilical de caes permitiu a
quantificacdo das células sangiiineas e células-tronco CD34" do referido cordao.

Os valores hematolégicos do SCU, exceto o VCM e o numero de plaquetas,
apresentaram-se menores que aqueles de caes recém-nascidos e adultos.

Apesar do volume escasso de SCU (1325 pL), a quantidade de células CD34" no
sangue do corddo umbilical canino (3,38+2,72 CD34" x10%kg) é semelhante aquela
obtida na medula 6ssea e no sangue periférico mobilizado de cées adultos, sendo a

recomendada para transplante de células-tronco em cées.
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