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RESUMO

Na medicina veterindria, o interesse nas células-tronco mesenquimais (CTMs) tem
aumentando exponencialmente nos altimos anos, fato esse demonstrado pelo crescente
numero de pesquisas e publicacdes na area. Em equinos, a medula 0ssea e o tecido adiposo se
destacam como as principais fontes para obtencdo de CTMs para uso terapéutico,
apresentando resultados na literatura bastante promissores, particularmente para o tratamento
de lesbes ortopédicas. Nesse sentido, 0 objetivo dessa revisdo € descrever as caracteristicas
gerais das CTMs, relatando as fontes de obtencdo, 0 processamento, a caracterizagdo in vitro e
aplicacdo terapéutica na medicina equina.

Palavras-chaves: CTMs, cultivo, diferenciacdo, tratamento, cavalo.

CONSIDERATIONS ABOUT COLLECTION, PROCESSING,
CHARACTERIZATION AND THERAPEUTIC APLICATION OF MESENCHYMAL
STEM CELLS IN EQUINE MEDICINE

ABSTRACT

In veterinary medicine, the interest in mesenchymal stem cells (MSCs) has increased
exponentially in the last years, a fact demonstrated by the growing number of research and
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publications in the area. In equines, bone marrow and adipose tissue stand out as the main
source for obtainment of MSCs for therapeutic use, showing very promising results at
literature particularly for the treatment of orthopedic lesions. At this sense, the aim of this
review is to describe the general characteristics of MSCs, describing the sources of
production, the processing, characterization and in vitro therapeutic application in equine
medicine.

Keywords: MSCs, culture, differentiation, treatment, horse.

CONSIDERACIONES SOBRE LA OBTENCION, PROCESAMIENTO,
CARACTERIZACION Y APLICACION TERAPEUTICA DE LAS CELULAS
MADRE MESENQUIMALES EN MEDICINA EQUINA.

RESUMEN

En la medicina veterinaria, el interés en las células madre mesenquimales (CMMs) ha
aumentando exponencialmente en los ultimos afios, hecho demostrado con el incremento en el
namero de investigaciones y publicaciones en el &rea. En equinos, la médula 6sea y el tejido
adiposo se destacan como las principales fuentes para obtencibn de CMMs para uso
terapéutico, presentando resultados bastante prometedores en la literatura, particularmente
para el tratamiento de lesiones ortopédicas. De esta manera, el objetivo de esta revision es
describir las caracteristicas generales de las CMMs, relatando las fuentes de obtencion, el
procesamiento, la caracterizacion in vitro y su aplicacion terapéutica en la medicina equina.

Palabras-claves: CMMs, cultivo, diferenciacion, tratamiento, caballo.
INTRODUCAO

O interesse terapéutico e biologico nas células-tronco (CT) tem aumentando nos ultimos
anos, fato esse demonstrado pelo crescente nUmero de pesquisas e publicacdes na area. De
acordo com Frisbie e Smith (1), o interesse no uso das CT esta relacionado ao seu potencial
de regeneracdo, o qual pode ser atribuido a seus efeitos paracrinos, migratérios,
imunomoduladores, antiinflamatdrios e antiapoptéticos (2, 3).

As células-tronco adultas de origem mesenquimal (CTMs) provenientes da medula
Ossea e do tecido adiposo sdo os dois tipos mais comuns utilizados atualmente na abordagem
terapéutica para regeneracao de tecidos, sendo facilmente obtidas para isolamento e cultivo na
espécie equina (4).

Na medicina equina, os estudos com CTMs estdo restritos particularmente ao
tratamento de lesbes tendoligamentares e osteoarticulares, com resultados promissores para
utilizacdo em outros tecidos, inclusive extramesenquimais. E fundamental para o
aprimoramento da terapia celular que o processamento e a caracterizacdo das CTMs seja
aperfeicoado e dominado e que os seus mecanismos de acdo sejam melhores elucidados para
adequada aplicacéo terapéutica

O objetivo dessa revisdo é descrever as caracteristicas gerais das CTMs, relatando as
fontes de obtencdo, o processamento, a caracterizacdo in vitro e aplicacdo terapéutica na
medicina equina.

REVISAO DE LITERATURA

CELULAS-TRONCO
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As células-tronco (CT) podem ser definidas como células com grande capacidade de
proliferacdo e auto-renovacgdo, além da capacidade de responder a estimulos externos e dar
origem a diferentes linhagens celulares mais especializadas (5).

De acordo com a origem tecidual, as CT podem ser classificadas em células-tronco
embrionérias e adultas (CTAs). O primeiro tipo é derivado da massa celular interna do
blastocisto, sendo totipotentes ou capazes de se transformar em qualquer tipo celular, e por
sua vez em um organismo inteiro. O segundo tipo inclui as células-tronco hematopoiéticas
(CTH) e mesenquimais (CTMs), podendo ser isoladas de tecidos de origem mesodermal, tais
como medula 6ssea, musculo, tenddo, tecido adiposo (3), sangue periférico (6), matriz do
corddo umbilical (7) e liqguido amniético (8). As CTH sdo responsaveis pela producdo da
linhagem linfoide e mieldide e as CTMs sdo capazes de se diferenciar em tipos celulares de
origem mesodermal, incluindo osso, musculo, cartilagem, tecido adiposo, ligamento e tenddo
(3). Outros tipos de CTAs, além das mesenquimais incluem as epiteliais, as musculares e as
neuronais, sendo que a plasticidade, ou seja, a capacidade de originar diferentes tipos de
células maduras é muito elevada nas CTMs (9).

As CT desempenham um papel fundamental na auto-renovacdo de tecidos adultos ao
longo da vida. Alguns tecidos séo caracterizados pela continua perda de células, incluindo o
sistema hematopoietico, intestino e a pele, sendo as CTAs responsaveis pela reposicao celular
e consequentemente homeostase tecidual (10). Segundo Nardi (9), além da reposicdo de
células que sofrem apoptose, as CTAs podem proporcionar a recuperacdo de lesdes nédo
fisiologicas decorrentes de acidentes ou agentes patogénicos.

BIOLOGIA DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS (CTMS)

As CTMs sdo células adultas indiferenciadas que podem ser isoladas de diferentes
tecidos, mas primariamente do estroma da medula 6ssea. A origem embrionaria dessas células
€ mesodermal; elas surgem a partir de células mesenquimais que ddo origem a tecidos
conjuntivos, como 0ssos, cartilagens, gordura, bem como o sistema vascular e hematopoiético
(10). Em condicbes especiais essas células possuem a capacidade de se diferenciar em tecidos
de origem ectodermal, mesodermal e endodermal, além de serem facilmente isoladas e
expandidas in vitro (11). As CTMs possuem comportamento migratorio, sendo esta
caracteristica a base para que as células-tronco possam atingir os sitios enfermos apos a
administracdo intravenosa, intralesional ou perilesional. As citocinas liberadas nos sitios de
inflamacéo ou lesdo promovem a sinalizacdo quimica para orientar a migracdo das células
implantadas (3). Segundo Chen et al. (11), essas células migram seletivamente para areas de
lesdo, inflamacdo e tumores, onde estdo envolvidas na reparacdo tecidual e formacédo do
estroma associado ao tumor. Esta caracteristica as tornam candidatas atrativas para uso como
veiculo para terapia em sitios especificos.

As CTs sdo capazes de autoregular os fatores da cascata da inflamacdo, incluindo as
citocinas pro-inflamatorias interleucinas-1p, fator de necrose tumoral-a e interferon-y. Estes
efeitos antiinflamatorios podem ter influéncias profundas no ambiente tecidual local e
igualmente influenciar a habilidade de investigadores em utilizar células-tronco alogénicas
sem induzir uma resposta imune do hospedeiro. Adicionalmente, essas células também
secretam fatores de crescimento que promovem a efetiva revascularizacdo tecidual, além de
apresentarem efeito antiapoptdtico, importante na restauracdo e manutencdo da funcéo
tecidual (3).

De acordo com Phinney e Prockop (12), relatos tem revelado que as células-tronco
progenitoras, particularmente as derivadas da medula éssea, promovem reparacao tecidual
mediante secrecBes de fatores que aumentam a regeneracdo das células lesadas, além de
estimularem a proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco endégenas em diversos tecidos e
reduzirem as reagdes inflamatdrias e imunes.
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Chen et al. (13) demonstraram que as CTMs secretam diferentes citocinas e
quimiocinas, tais como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF-a), fator de
crescimento ligado a insulina, (IGF-1), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de
crescimento de queratindcito (KGF), fator derivado de estroma-1, angiopoietina-1, proteina
inflamatoria alfa e beta-1 de macrofagos e eritropoietina em quantidades superiores aos
fibroblastos da derme. Adicionalmente, foi evidenciado que a secrecdo desses fatores recruta
macréfagos e células da linhagem endotelial, aumentando assim a cicatrizacdo de feridas
cuténeas.

PRINCIPAIS FONTES DE OBTENCAO DAS CTMS EM EQUINOS

Em equinos, as CTMs podem ser obtidas a partir da medula 6ssea (4, 14-18), sangue do
corddo umbilical (19, 20), sangue periférico (21), tecido adiposo (4, 15, 22), matriz do corddo
umbilical (7) e liquido amni6tico (8). Segundo Colleoni et al. (15), as CTMs estdo presentes
em muitos tecidos, mas as células mais comumente utilizadas para uso clinico sdo as obtidas
da medula éssea e tecido adiposo.

Medula 6ssea

A medula 6ssea (MO) é o maior 6rgao hematopoiético do corpo, sendo responsavel pela
producdo de eritrdcitos, plaquetas, granuldcitos, mondcitos e um pequeno numero de
linfocitos (23). A concentracdo de CTMs na MO é considerada muito baixa (0,001 a 0,01%)
(24), podendo essa desvantagem ser contornada pela expansdo in vitro por duas a quatro
semanas (3).

A técnica de colheita do sangue da MO é realizada tradicionalmente por puncdo do
0sso esterno (Figura 1), com o animal em estacdo utilizado-se a agulha de Jamshidi® ou de
Komiyashiki® (25), com prévia sedacéo e bloqueio anestésico local. Conforme Kasashima et
al. (17) o sitio anatdmico mais seguro e factivel para puncéo aspirativa da MO é na quinta
esternébra, por sua localizacdo cranial ao apice do coracéo e adequada espessura dorsoventral.
Adicionalmente, de acordo com esses mesmos autores, a aspiracdo da MO pode também ser
conduzida na quarta e na sexta esternébra, mas ha o inconveniente da primeira estar localizada
entre os membro toracicos e a Ultima préximo ao coracéo.

De forma alternativa, outro sitio anatbmico que pode ser utilizado para puncdo
aspirativa da MO é a tuberosidade coxal (TC). A técnica de colheita consiste na contengédo
em brete, bloqueio anestésico local, seguido da introducdo da agulha de puncdo de MO na
angulacdo e sentido adequado (25). Segundo Kasashima et al. (17), a agulha deve ser
introduzida na proeminéncia 6ssea da TC no sentido dorsoventral e craniocaudal.
Normalmente a penetracdo da agulha de 1 a 2 cm na TC é suficiente para colheita da MO no
equino adulto, sendo necessaria uma menor penetracdo em potros (23).

Comumente, o aspirado de medula ¢ssea é acondicionado em uma solucéo de gradiente
de densidade e a fracdo de células mononucleares é separada por centrifugacdo previamente a
sua aspiracdo e cultivo. As células mononucleares tém uma densidade de 1073 g/dL, portanto,
sdo isoladas em gradiente Ficoll 1077 g/dL (24). A solucdo de Ficoll é composta por uma
mistura de polimeros de carboidratos e o composto iodado de metrazamida. Apés a
centrifugacdo a baixa velocidade, as hemécias, e os leucécitos granuldcitos atravessam a fase
orgénica (Ficoll-hipaque) e sedimentam, as células mononucleares (“anel celular”) localizam-
se na interface entre as duas soluc@es, e as plaquetas e proteinas plasmaticas se localizam na
fase aquosa (superior) (26). Apo6s a separacdo da fracdo mononuclear, as células sdo lavadas e
cultivadas em meio de manutencdo, acrescido de antibiotico e antimicético em estufa a 5%
COza37°C.
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A cultura da MO contém inicialmente uma mistura heterogénea de tipos celulares, que
se torna mais homogénea apos as trés primeiras semanas de cultivo. Durante o inicio do
cultivo, a proporgdo de células hematopoiéticas comprometidas com a diferenciagdo terminal
é reduzida por apoptose esponténea, sendo removidas pela ndo aderéncia. Desta forma, a
populacdo de células mesenquimais torna-se mais homogeénea (27).

Uma das grandes vantagens dessa fonte é o seu elevado potencial osteogénico (28) e
condrogénico (4), ja comprovado experimentalmente.

Figura 1. Puncdo aspirativa da medula 0ssea no grupo tratado. a) Bloqueio local com
lidocaina a 2% com vasoconstrictor apos sedacdo com xilazina a 10%. b) Puncao aspirativa da
medula 6ssea apos fixacdo da agulha na esternébra. ¢) Amostra de medula 6ssea utilizada para
isolamento e cultivo das CTMs. Fonte: Arquivo pessoal - Leandro Maia.

Tecido adiposo (TA)

O tecido adiposo (TA) é uma fonte promissora de CTAs com fendtipo similar ao das
células isoladas do aspirado de medula éssea (3).

A populacdo de células isoladas do tecido adiposo € heterogénea e contém uma
combinacdo fisiolégica de fibroblastos, células e progenitores endoteliais, pericitos,
macrofagos, pré-adipocitos, linfocitos B e T e células musculares lisas. O total da populagdo
de células-tronco € estimado em 1 a 3% do total de células nucleadas (29).

A colheita do tecido adiposo é conduzida normalmente na regido acima do musculo
gluteo dorsal, na base da cauda, mediante a prévia sedacéo, tricotomia, anti-sepsia e bloqueio
anestésico local em L invertido (4, 30). Apds a colheita, 0 TA é acondicionado em frascos
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contendo solugcdo fosfato tamponado (PBS) e encaminhado ao laboratério para digestdo
enzimatica com colagenase, seguido do isolamento da fragdo vascular estromal (4, 15, 22, 30,
31) para cultivo ou direta aplicacéo terapéutica.

As vantagens do TA em comparacdo com a medula éssea como fonte de CTAs incluem:
() minima morbidade associada a colheita; (II) niamero de células-tronco clinicamente
relevante, eliminando potencialmente a necessidade para propagacdo in vitro; (111) elevada
propor¢do de células-tronco comparada com a medula éssea (2% vs 0,002%); e alta taxa de
proliferacdo das células-tronco in vitro quando comparada com a medula dssea (29). Por
outro lado, uma das desvantagens do uso dessa fonte é estética (ferida cirargica),
desencorajando algumas vezes os proprietarios de animais de alto valor e rendimento a
realizarem o procedimento.

CARACTERIZACAO E DIFERENCIACAO

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

A Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC) criou critérios minimos para a
caracterizacdo das CTMs humanas (32), sendo observada uma tendéncia para utilizagdo de
critérios semelhantes na medicina equina (7, 8, 27, 33, 34). Os critérios da SITC incluem: (1)
aderéncia ao plastico em cultura celular; (I1) expressdo dos receptores de superficie celular
CD105, CD73 e CD90 (= 95% positivos) e auséncia de expressao (< 2% positivos) dos
marcadores CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD19 ou CD79a ¢ HLA-DR, além da (Il1)
demonstracéo in vitro para diferenciacdo osteogénica, adipogénica e condrogénica (32).

Caracterizacdo morfoldgica

Em cultivo, as CTMs equina caracterizam-se por apresentar crescimento em
monocamada, morfologia fibroblastoide e aderéncia ao plastico (Figura 2). E importante
ressaltar, que estes aspectos morfoldgicos sdo muito inespecificos e também compartilhados
por outros tipos celulares, como os fibroblastos, o que dificulta a utilizacdo isoladamente
desses parametros para caracterizacdo das CTMs (8, 19).

Caracterizacdo imunofenotipica de receptores de superficie celular

Marcadores de superficie celular sdo moléculas bioativas embebidas ou apostas a
superficie externa de todas as células. Estas moléculas funcionam como receptores,
possibilitando que as células se comuniqguem umas com as outras ou se liguem
especificamente a determinadas estruturas biologicas ou celulares. Estas moléculas que
refletem a funcdo celular podem também ser utilizadas para efeito de marcacéo e identificacao
de tipos celulares particulares, incluindo as CT (35).

A designacao “Cluster of differentiation” (CD) refere-se aos marcadores de superficie
celular utilizados para caracterizar tipos celulares (24). Até o momento nenhum marcador CD
foi encontrado para identificar definitivamente as CTMs sendo necessario, na opinido de
Taylor e Clegg (24), uma combinacdo de marcadores para caracterizacdo de uma populacéo
homogénea.
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Figura 2. Células-tronco mesenquimais (CTMs) da medula éssea de equino. a) Nota-se a
presenca de CTMs com morfologia fibroblastdide, cultivadas em monocamada (setas).
b)Nota-se a presenca de CTMs com morfologia fibroblastéide e nucleo corado com
hematoxilina (setas). Objetiva 10x (a) e 20x (b). Fonte: Arquivo pessoal - Leandro Maia.

A capacidade para caracterizar as CTMs equinas € prejudicada pela limitada
disponibilidade de anticorpos e variabilidade nas reacdes cruzadas (36). Em estudo, Ibrahim
et al. (37) demonstraram que de 379 anticorpos para marcadores de superficie celular (CD)
humanos, apenas 14 (4%) apresentavam reacdo cruzada em leucocitos equinos. Carvalho et
al. (38) avaliaram a expressédo dos marcadores CD44, CD90 e CD13 em CTMs provenientes
do tecido adiposo de equinos. Os resultados revelaram expressdo dos marcadores CD44 e
CD90 na citometria de fluxo, em todas as passagens estudadas (1-4). Ja o marcador CD13 néo
demonstrou reatividade.

Devido a dificuldade de reacdo cruzada, De Schauer et al. (39) recentemente
recomendaram um painel de marcadores de superficie celular para CTMs equina. As células
devem expressar positivamente os marcadores CD29, CD44 e CD90 e serem negativas para
0s marcadores CD14, CD79 e MHCII.

Diferenciacéo in vitro das CTMs em linhagens mesenquimais

A diferenciacdo € um processo que cursa com mudancas no tamanho, morfologia,
potencial de membrana e atividade metabdlica das células em resposta a modificacbes na
expressao génica (24).

A caracteristica fundamental das CTMs em cultivo ¢ a sua capacidade de se diferenciar
em 0sso, cartilagem e gordura (35).

Diferenciacéo osteogénica

A diferenciacdo osteogénica das CTMs necessita da presenca dos agentes indutores:
betaglicerol fosfato, acido ascorbico, dexametasona e soro fetal bovino. Na presenca dessas
substancias as CTMs adquirem morfologia de osteoblastos e passam a expressar fosfatase
alcalina e a depositar matriz extracelular de célcio rica em calcio (40), que pode ser
evidenciada pela coloracao positiva com Alizarin red (17, 25, 28, 39) ou von Kossa (39, 41).
Adicionalmente, outras técnicas para avaliar a diferenciacdo osteogénica, incluem a expressao
dos genes Runx2 (Runt relacionado ao fator de transcricdo 2), SPP1 (osteopontina),
osteonectina e deteccdo das proteinas Runx2, colageno do tipo I (COL1), osteocalcina, B1
integrina, osteopontina (39).

Estudo recente conduzido por Toupadakis et al. (28) compararam o potencial de
diferenciacdo osteogénico das celulas-tronco mesenquimais provenientes da medula 0ssea,
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tecido adiposo, matriz e sangue do corddo umbilical de equinos. Os resultados mediante a
avaliagdo da expressdo génica, atividade de fosfatase alcalina e deposicdo da matriz
extracelular de célcio revelaram que as CTMs da MO diferenciam-se mais rapidamente e
eficientemente para linhagem osteogénica do que as outras fontes estudadas. Esse excelente
potencial osteogénico das CTMs provenientes da MO foi reafirmado recentemente por Maia
et al. (25), mediante a mudanca da morfologia fibroblastoide das células para poligonal, além
da precoce e abundante deposi¢do matriz de calcio ao décimo dia de diferenciagéo.

Diferenciacéo adipogénica

A diferenciacdo adipogénica das CTMs ocorre quando a monocamada celular é
cultivada na presenca de isobutilxantina. Nestas condi¢des ocorre, ativagdo do gene PPARE
(peroxisme proliferator activated receptor gama) e a sintese de acidos graxos. Desta forma, as
células cultivadas, rapidamente acumulam goticulas de lipideos no citoplasma (40), que
podem ser demonstradas pela coloracao positiva a Oil Red (6, 8, 27, 39). Outros componentes
importantes no meio de diferenciagdo adipogénica, além da isobutilmetilxantina, incluem a
dexametasona, a indometacina, a insulina (6, 8) e o soro de coelho (27). De acordo com
Stewart e Stewart (42), a isobultilmetilxantina sensibiliza as células a insulina, que por sua
vez estimula a sintese de lipideos e 0 acimulo no interior de vacuolos intracelulares.

A adipogénese também pode ser avaliada pela expressédo do gene PPARA e identificacdo
das proteinas adiponectina e B1 integrina (39).

Diferenciacédo condrogénica

A diferenciacdo condrogénica é conduzida em ambiente tridimensional com meio
indutor enriquecido com fator de crescimento transformante beta (TGF-B) (27, 41) elou
proteina morfogénica 0ssea (BMPs) (4, 17, 42). De forma factivel, esse procedimento pode
ser realizado em tubos do tipo falcon de 15 mL com trocas de meio a cada trés ou quatro dias.
Estima-se que o tempo necessario para diferenciacdo seja de aproximadamente 14 a 25 dias
(26).

A resposta positiva a diferenciacdo pode ser avaliada histologicamente utilizando as
coloracdes de azul de toluidina, alcian blue, safranina O e tricrdmico de Mason ou também
pela expressdo dos genes Sox-9, colageno do tipo 1l (COLII), relagdo do COLII/COLL e de
agrecan/versican, além da identificacdo das proteinas colageno do tipo I e B1 integrina (39).

Vidal et al. (4) compararam o potencial condrogénico das CTMs provenientes da MO e
tecido adiposo de equinos expostas ao meio de diferenciacdo condrogénico suplementado ou
ndo com BMP-6 e TGFB3. Os resultados desse estudo revelaram que as CTMs provenientes
da MO apresentam potencial condrogénico superior as do tecido adiposo na presenca dos
fatores de crescimento estimulatorios.

APLICACAO TERAPEUTICA DAS CTMs EM EQUINOS

As CTMs provenientes da medula 6ssea e do tecido adiposo sdo os dois tipos mais
comuns de células-tronco utilizadas na abordagem terapéutica para regeneracdo de tecidos em
equinos, sendo ambos facilmente obtidos para isolamento e expansao (4).

Na medicina equina, os estudos com terapia celular utilizando CTMs estdo focados
principalmente para ao tratamento de lesbes tendoligamentares e osteoarticulares (14, 18, 30,
43-46). Segundo Dalgren (3), os implantes intraarticulares e intralesionais em tenddes e
ligamentos séo as principais aplicacdes clinicas das CTMs em equinos.
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Para uso terapéutico, as células provenientes da medula 6ssea e do tecido adiposo
podem ser utilizadas nas formas cultivadas ou ndo cultivadas (fragdo mononuclear e fracéo
vascular estromal), com vantagens e limitagdes de acordo com cada fonte.

Aplicacdo em tendinopatias

O principal desafio no tratamento das tendinopatias em equinos esta relacionado ao
periodo necessario para reparacdo tecidual que, associado aos métodos terapéuticos
tradicionais, pode cursar com meses ou anos para completa cicatrizacdo da lesdo, além do
mais, ha alto indice de recidivas (47). Desta forma, a terapia intralesional com CTMs tem se
mostrado uma alternativa promissora para regeneracgao e restabelecimento da funcédo tendinea.

Segundo Smith et al. (48), as CTMs apresentam potencial de diferenciacdo em
tendcitos, com regeneracdo da matriz tendinea apds lesdo. Violine et al. (16) demonstraram in
vitro que as CTMs provenientes da medula 6ssea se diferenciam em tendcitos e expressaram
os marcadores de células-tronco embrionarias Oct4 e Nanog.

Pacini et al. (14) estudaram 26 equinos com tendinite do tenddo do musculo flexor
digital superficial (TFDS), no qual 11 foram tratados com CTMs provenientes da medula
Gssea e 0s demais com terapia convencional (grupo controle). Dos 11 animais tratados com
CTM, nove apresentaram melhora significativa pelo exame ultrassonogréafico e retornaram a
atividade atlética sem recidiva. Por outro lado, todos os equinos tratados com terapia
convencional apresentaram recidiva apds 4 a 12 meses do tratamento (média =7 meses). Em
outro estudo, porém com tendinite induzida no TFDS com colagenase, Crovace et al. (44)
observaram por meio de histopatologia e imunoistoquimica a presenca de colageno do tipo | e
I11, além de organizacdo da arquitetura tecidual nos tenddes tratados com CTM e células
mononucleares provenientes da medula dssea.

Lacitignola et al. (49) compararam o efeito de células mononucleares (CMs), CTMs da
medula 0ssea, placebo (solucéo fisioldgica ) ou cola de fibrina na reparacdo da tendinite do
TFDS induzida por colagenase. Trés semanas apods a inducdo da leséo, os animais receberam
por via intralesional 5,5 x 10° CTMs e 122 x 10° CMs. Os resultados desse estudo revelaram
que as CTMs e as CMs proporcionaram regeneracdo qualitativa da matriz extracelular do
tenddo similar em relacdo a orientacao das fibras, relacdo de colageno do tipo I/111 e expresséo
da proteina oligomérica da matriz cartilaginosa (COMP).

Em estudo com seis equinos com tendinite induzida no TFDS, Barreira (43) constatou
que a terapia com células precursoras mesenquimais da medula 6ssea ndo cultivada também
acelera o processo de cicatrizacdo do TFDS de equinos. Em outro estudo, mais recente com
implante autélogo de CMs provenientes da medula 0ssea, Oliveira (50) observou que o
tratamento instituido, além de acelerar o processo de cicatrizacdo tendinea, melhora a
organizacdo tecidual e a expressdo de colageno tipo I.

Nixon et al. (46) estudaram equinos com tendinite induzida por colagenase que foram
tratados com a fracdo vascular estromal do tecido adiposo e observaram apds o 42° dia do
tratamento melhora na organizagdo tecidual quando comparado ao grupo controle que foi
tratado com PBS.

Del Blue et al. (51) avaliaram os efeitos das células-tronco mesenquimais cultivadas
provenientes do tecido adiposo em associacdo com o plasma rico em plaquetas para o
tratamento de tendinite do TFDS de 16 equinos. Os resultados revelaram que dos 16 equinos
que foram tratados, 14 recuperaram a funcionalidade do tend&o e retornaram a atividade fisica
normalmente.

Carvalho et al. (30) estudaram experimentalmente o efeito do tratamento das CTMs
proveniente do TA na tendinite do TFDS de equinos (N=8), observando na andlise
histoldgica e imunoistoquimica, reducdo da inflamacdo, bem como melhora na organizacéao
das fibras colagenas e aumento na expressao do colageno do tipo I.
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Aplicacdo em enfermidades articulares

As claudicagbes originadas de enfermidades articulares, tais como osteoartrites e
osteocondroses sdo uma significativa fonte de morbidade e perda de rendimento em equinos
atletas. A regeneracdo da cartilagem apresenta desafios Unicos devido a sua falta de
vascularizagdo e inervagdo, promovendo assim uma cicatrizacdo intrinseca lenta e ineficiente.
O tecido tipicamente resultante desse processo € a fibrose ou fibrocartlilagem que ndo tem
propriedades mecanicas necessarias para suportar a tensdo fisiologica. Como resultado desses
desafios, a restauracdo da cartilagem com o uso de CTMs, tem sido considerada uma opgao
atrativa para o tratamento da sinovite e degeneracdo articular na espécie equina (36).

A aplicacdo intraarticular das células-tronco presume a sua habilidade de migrar para
membrana sinovial, cartilagem ou osso subcondral exposto em resposta a inflamacgéo e /ou
isquemia (3).

Em uma série de casos clinicos, 60 equinos acometidos com osteocondrite dissecante,
cisto 6sseo subcondral, osteoartrite e lesdo de menisco foram tratados com aplicacdo
intraarticular de células nucleadas derivadas do tecido adiposo e acompanhados ao longo do
tempo. Muitos dos casos envolveram a articulagdo do joelho, sendo que 35% eram condicoes
crénicas que tinham sido tratadas com uma ou mais modalidades convencionais, incluindo
artroscopia, esteroides, ondas de choque extracorporea ou soro autélogo condicionado. Com
relagcdo a osteoartrite, 67% dos equinos retornaram ao nivel de desempenho anterior apds o
tratamento. J& nos animais unicamente acometidos com les@es cisticas, o retorno foi de 80%
ao nivel de desempenho anterior. Em geral, apenas 17% dos equinos ndo responderam ao
tratamento com as celulas nucleadas provenientes do tecido adiposo. Esses achados suportam
0 uso da terapia intraarticular com CTs para tratamento de enfermidades articulares em
equinos (3).

Mcllwraith et al. (18) avaliaram o efeito do implante intraarticular de CTMs
provenientes da MO em microfraturas criadas cirurgicamente nos condilos mediais do fémur
de dez equinos. Um més apés a inducdo da lesdo, foram administrados 20 x 10° CTMs
associadas a 22 mg de hialuronato no grupo tratado e unicamente o hialuronato na mesma
dose na articulacéo contralateral (grupo controle). Os animais foram avaliados por pardmetros
radiograficos, musculoesqueléticos e artroscopicos (sexto més) apos tratamento, sendo que no
décimo segundo més, todos foram sacrificados e as articulagbes (tratadas e controles)
avaliadas por ressonancia magnética, macroscopia, histologia, histomorfometria,
imunohistoquimica, e bioquimica. Os resultados desse estudo revelaram que a aplicacdo de
CTMs aumenta a qualidade de reparacdo e resisténcia cartilaginea pela avaliacdo
macroscopica e artroscopica, bem como do conteddo de agrecan pela analise
imunoistoquimica. Diferencas (p>0,05) com relacdo aos parametros clinicos e histologicos
ndo foram observadas entre 0s grupos estudados.

Outras possibilidades de aplicacao terapéutica das CTMs, além da ortopedia sdo para o
tratamento de paralisia de nervo facial priméaria (52), lesbes de cdrnea e retina (53) e
endometrioses (54).

COMENTARIOS FINAIS

Nos ultimos anos tem sido crescente 0 numero de pesquisas cientificas realizadas
visando o incremento da equideocultura nacional, frente a importancia da indudstria do cavalo
no Brasil como segmento da economia agricola. As publicacdes nestas areas refletem as
tendéncias atuais da industria equina, com enfoque na medicina esportiva, neonatologia,

Maia L. et al. Consideragdes sobre a obtencdo, processamento, caracterizacdo e aplicacdo terapéutica das
células-tronco mesenquimais em medicina equina. Vet. e Zootec. 2013 set.; 20(3): 359-373.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 369

técnicas de diagndstico clinico, novas tecnologias da reprodugdo de garanhdes e éguas,
estudos avangados sobre sanidade e doencas dos equinos, assim como estudos sobre o
comportamento e bem estar nos sistemas de producdo dos mesmos (55).

Neste sentido, o aperfeicoamento e o dominio das técnicas de colheita, processamento e
caracterizacdo das células-tronco, sdo alguns dos pré-requisitos necessarios para 0 sucesso da
terapia celular na espécie equina. Além disso, um melhor conhecimento dos mecanismos
genéticos e moleculares de controle e diferenciacdo das CTMs forneceria informacdes
valiosas sobre os mecanismos de acdo envolvidos na reparacdo tecidual mediada por estas
células.

A literatura tem demonstrado resultados animadores com o uso de CTMs em lesdes
ortopédicas, fomentando o uso desta terapia também em lesfes de outros tecidos e sistemas,
incluindo os ndo de origem mesodérmica. No entanto, questdes préaticas relacionadas com a
concentracdo celular adequada para implante em cada tecido, nimero de implantes a serem
realizados, melhor via de administracdo e melhor tipo celular para cada enfermidade ainda
precisam ser esclarecidos para otimizar a utilizacdo da terapia celular. Mais importante do
que isso, os reais mecanismos de acdo e efeitos biolégicos das CTMs em cada fase da
cicatrizacdo e da reparacdo tecidual devem ser explorados e melhor compreendidos. Sendo
assim, apesar dos enormes avangos obtidos nesta area nos Ultimos anos este ainda é um tema
que carece de inumeras respostas, abrindo, portanto um vasto campo para novas pesquisas na
medicina equina.
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