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A célula tronco é um tipo especial de célula que possui caracteristicas tinicas que as distinguem
de outros tipos celulares. Essas caracteristicas incluem: grande capacidade de auto-renovagdo e
potencial proliferativo, garantindo um ntiimero considerdvel de células e a perpetuacdo destas por
muitas geragdes; diferenciagdo, processo pelo qual as células ndo especializadas, sob condi¢des
fisiolégicas ou experimentais, podem ser induzidas a se transformarem em células com funcdes
especiais; e plasticidade, ou seja, sua capacidade de se converter de um tipo a outro de célula podendo
se diferenciar em células de tecidos completamente distintos.

Ao final do século passado e inicio deste, diversas pesquisas tem sido realizadas visando a
utilizacdo das células-tronco para substituir células e tecidos lesionados. Os avangos médicos t€m sido
representados em grande parte por um interesse crescente no uso das células tronco em terapia de
doengas degenerativas e de doencas que apresentam respostas insatisfatérias aos tratamentos atuais,
sendo denominada esta técnica de terapia celular. Nesse contexto se insere a medicina regenerativa, a
qual visa regular o processo de regeneracdo dos tecidos por meio do implante de células tronco (Mota
et al., 2005).

Recentemente a sociedade cientifica vem testando o implante de material obtido da medula
dssea como tratamento de estruturas tendo-ligamentosas, o que tem se mostrado vidvel, tendo em vista
que a medula éssea é abundante em componentes da reparagdo como células-tronco mesenquimais,
fatores de crescimento e outros componentes da matriz coldgena.

O potencial de replicacdo indiferenciada e maturagdo em diferentes tecidos mesenquimais
incluindo dsseo, cartilaginoso, adiposo e tendineo sugere o uso da célula tronco na bioengenharia,
visando a regeneracdo de tecidos lesados por meio de seu implante (Smith et al., 2003).

De acordo com Schmitt & Ringe (2003), as células mesenquimais apresentam um maior
potencial para produzir matriz tendinea do que tecido de cicatrizagdo, diferindo assim dos tratamentos
convencionais de tendinite, que constitui uma das principais lesdes muscuilo-esqueléticas do cavalo
atleta.

Nos individuos adultos as células precursoras podem ser obtidas por meio da pun¢do da medula
ossea. Em eqiiinos o esterno é o sitio de escolha para a técnica, pois a atividade hematopoiética
persiste na esternebra por toda a vida do animal, os 0ssos sdo cobertos por massa muscular delgada e a
cavidade medular € revestida por uma fina camada de osso, facilitando o acesso a esta regido. As
desvantagens da puncdo neste local sdo a posicdo desconfortavel e perigosa da pessoa que coleta a
amostra e a relativa proximidade de orgdos vitais, como o coragdo. (Speirs, 1999; Thomas, 2003).

Contrariando as descri¢des da técnica de pungdo do esterno em eqilinos, onde o animal é
submetido a anestesia geral e decubito dorsal (Herthel, 2002; Thomas, 2003); neste estudo foi
realizada a pungfo aspirativa do esterno com o animal em posicdo quadrupedal e sob sedacio,
conforme descrito por Speirs (1999) e Smith et al. (2003).

A contencdo correta e a tranqiiilizacdo do animal minimiza as possiveis complicac¢oes
relacionadas ao procedimento. A preparagdo cirdrgica do local de puncgdo e as técnicas de assepsia
devem minimizar o risco de infec¢des iatrogénicas. Se o paciente apresenta anomalias de coagulag@o,
como trombocitopenia ou coagulagdo intravascular disseminada pode ocorrer hemorragia. O controle
da hemorragia pode ser realizado por pressdo direta no local da pungéo por trés a cinco minutos. Caso
a condi¢do do paciente seja severamente complicada, uma transfusdo sanguinea pode ser realizada. O
clinico deve ser cuidadoso ao introduzir a agulha diretamente na esternebra, para evitar a entrada na
cavidade tordcica. O risco de pneumotodrax, hemorragia incontrolada ou laceracio cardiaca pode ser
reduzido pela monitoria da agulha durante o procedimento (Morris & Whitlock, 1983).

O preparo dos esfregacos de medula 6ssea merece cuidadosa atencdo, uma vez que a coleta de
medula 6ssea pode ser falsamente improdutiva, caso o esfregaco seja de ma qualidade. Se o
anticoagulante ndo for utilizado na coleta, as 1aminas deverdo ser preparadas imediatamente, e quando



ha anticoagulante na amostra, o esfregaco podera ser realizado até uma hora apds a coleta (Katheleen,
2000).

Os esfregagos devem ser rapidamente secos ao ar, para uma melhor manutencio da morfologia
celular. Diferentes pigmentos, como o de Romanowsky ou hematoxilina e eosina, podem ser utilizados
na avaliacdo de rotina da medula éssea aspirada. A concentragdo dos corantes ¢ maior quando
comparada a concentracdo utilizada para corar esfregacos de sangue periférico.

Sendo assim, o objetivo deste projeto foi realizar a coleta e isolamento de células tronco
mesenquimais derivadas de medula 6ssea de eqiiinos, avaliando a viabilidade da técnica descrita.

Foram utilizados 12 animais da espécie eqiiina, clinicamente sadios, com idade de 4 a 7 anos,
entre machos e fémeas, sem raga definida e com peso entre 350 e 450kg.

Os animais foram mantidos no Hospital da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
UNESP-Campus de Botucatu. Foram pesados e vermifugados com ivermectin' na dose de 200 pg/kg
via oral, 12 dias antes do inicio do experimento e mantidos confinados em baias individuais,
recebendo dgua, alimentacdo concentrada e balanceada e feno “coast-cross”.

Os animais foram mantidos em estac@o, contidos em brete e sedados com romifidina® na dose
de 0,4 mg/kg via endovenosa. Em seguida, foi realizada a tricotomia de uma drea de 5 x 20 cm na
regido referente ao esterno de cada eqiiino, permitindo a execucdo do exame ultra-sonografico (Fig. 1).
Ap6s localizada a 5* esternebra, o bloqueio anestésico local foi realizado com 10 ml de 1id00a1’na3,
seguido de anti-sepsia local. Foi introduzida a agulha de pungdo de medula éssea, modelo Jamshidi®,
de calibre 8 gauge e 15 cm de comprimento. Uma vez bem fixa a agulha dentro do esterno, retirou-se
o mandril e realizou-se a aspira¢do da amostra de medula éssea com auxilio de uma seringa de 20mL
contendo ImL de heparina a 1000 U/mL (Fig. 2). A primeira aliquota foi expelida em placa de Petri
para a verificacdo a olho nu da presenca de espiculas e glébulos de gordura, sugerindo a origem
medular da amostra. Apds este procedimento, foram coletadas outras cinco aliquotas acondicionadas
em seringas de cinco mililitros, contendo ImL de heparina cada. As amostras foram identificadas,
acondicionadas em gelo e encaminhadas ao Laboratério de Pesquisas do Departamento de Genética do
Instituto de Biociéncias (UNESP, Botucatu) para a separacdo da fragcdo mononuclear.

Para o isolamento da fragdo mononuclear foram realizadas algumas adaptacdes nas técnicas
descritas nos trabalhos consultados.

Além da observacio a olho nu de granulos acinzentados (espiculas) em placa de Petri, ao chegar
ao laboratério uma pequena por¢do de cada amostra foi utilizada para realizacdo de esfregacos, que
sob a coloragdo Romanowsky, permitiram a confirmacio da origem da amostra, se medula éssea ou
sangue periférico (Fig. 3). Toda a manipulacdo da amostra em laboratério realizou-se em fluxo
laminar, a fim de se evitar contaminagao.

Uma vez confirmada a origem medular, a amostra foi diluida em PBS e filtrada em equipo de
transfusdo’ para remogcio dos agregados celulares. Em seguida o filtrado foi delicadamente depositado
em Ficoll Hypaque® e centrifugado a 500 g por 30 minutos a temperatura ambiente, a fim de realizar a
separacdo de seus constituintes por gradiente de concentracdo. Apés centrifugacdo, foi formado um
anel esbranquigado, rico na fracdo mononuclear da medula dssea, entre o plasma e os residuos
eritrécitos. Esta camada foi retirada e lavada por duas vezes em PBS e novamente centrifugada 500 g
por 10 minutos (Fig. 4). A fracdo mononuclear foi submetida ao teste de viabilidade celular por
exclusdo do azul tripan 0,2%.

A contengio em brete, associada a tranqiiilizacdo demonstrou-se adequada para a puncio de
medula 6ssea do esterno, apesar da posi¢do desconfortavel que a pessoa que realiza o procedimento
precisa adotar.
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Verificou-se a necessidade de treinamento do responsavel pela coleta da amostra, uma vez que
nas primeiras puncdes, algumas amostras foram provenientes de sangue periférico e ndo da medula
dssea.

Inicialmente houve dificuldade na distingdo macroscopica entre medula dssea e sangue
periférico, porém apds periodo de ajuste da técnica de puncdo, tornou-se possivel identificacdo da
amostra em placa de Petri. Caracteristicas como consisténcia gelatinosa, presenca de agregados
celulares, granulos (espiculas) e glébulos de gordura foram observados em medula Ossea,
caracteristicas bem diferentes do sangue periférico. Apesar da possibilidade de defini¢do macroscépica
da origem da amostra, esta foi sistematicamente confirmada pela microscopia éptica em coloragdo
Romanowsky, a qual revelou-se adequada para a andlise da morfologia celular.

A classificacdo da amostra foi especialmente ttil na fase de treinamento para a pungio, no
entanto apds a definigdo da 5 esternebra como sitio ideal de pungéo para a técnica descrita em animais
em estacdo, todas as amostras continham células indiferenciadas em marcante propor¢ao,
caracterizando sua origem medular.

Em média, obteve-se 10-12 mL de medula 6ssea em cada animal, sendo este volume obtido em
diversas aliquotas. Inicialmente foi utilizada seringa de 20 mL para promover intensa pressdo
negativa, sendo esta posteriormente substituida por cinco seringas de 5 mL heparinizadas.

Nao houve perfuracdo pleural ou cardiaca, caracterizando a seguranga da técnica.

Inicialmente, a separagdo da fragcdo mononuclear foi dificultada pela presenca de codgulo e
fibrina (Fig. 5). Ap6s o treinamento da puncdo e a filtragem de medula 6ssea através de filtro contido
em equipos de transfusdo de sangue, esta dificuldade foi superada, sendo possivel a obtencdo da fragdo
mononuclear.

As amostras, apds o isolamento da fragdo mononuclear, variaram de 0,5 a 0,7 mL em seu
volume.

Foi realizado o teste de viabilidade celular por exclusdo do corante azul tripan 0,2% (figura 5),
onde se observou uma média de 86,5% de células vidveis. Os resultados individuais estdo
representados na Tab. 1.

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Média

% de células 76 82 74 95 90 92 89 92 8 80 90 92 86,5
viaveis

Tabela 1. Representacao dos valores individuais do teste de viabilidade celular.

Observou-se que a técnica da puncdo de medula ssea em esterno de eqiiinos em estacdo, como
descrito por Smith et al. (2003) € vidvel, apesar do desconforto causado a pessoa que coleta a amostra,
devido a posi¢do em relacdo ao animal e a forgca ventro-dorsal necessaria para a penetracdo da agulha.
A viabilidade da realizagcdo desta técnica deve ser ressaltada neste projeto, uma vez que os demais
artigos publicados sobre a puncdo de medula dssea em eqiiinos desenvolvidos por Herthel (2002) e
Thomas (2003), a descrevem com animais mantidos em dectbito dorsal e sob anestesia geral.

A tranqiiilizagdo adotada mostrou-se eficiente na contencio para este procedimento, quando o
animal foi posicionado no brete, ndo sendo necessdria a anestesia geral, como descrito por Herthel
(2002) e Thomas (2003). Desta maneira, o custo e risco da técnica foram reduzidos.

Apesar do tamanho da agulha e da extensa penetracdo no tecido 6sseo, ndo foi observada
manifestacdo de dor, sugerindo a eficicia do bloqueio anestésico aliado a sedac¢do. No entanto, para
avaliacdo adequada na mensuracdo da dor, seria necessario monitorar-se outros parametros.

Foram coletados em média 10-12 mL de medula, sendo esta quantidade suficiente para a
obtencdo da amostra, com pequeno volume (0,5 a 0,7 mL), pois segundo Redding e colaboradores
(1998), volumes superiores a 1 mL, quando injetados no tenddao, promovem lesdo de fibras por
compressio. Todos os animais foram submetidos a puncdo de apenas um local e caso fosse necessdria
uma amostra de maior volume, demais sitios poderiam ser explorados, como sugerido por Katheleen
(2000).

A aparéncia macroscOpica das amostras mostrou-se semelhante as descricdes de Car & Blue
(2000), sendo caracterizadas por sangue com goticulas de gordura e presenca de pequenos granulos
acinzentados (espiculas). Entretanto, ndo encontramos descri¢do na literatura quanto a consisténcia



gelatinosa da amostra, especialmente da primeira aliquota e sua persisténcia em formar pequenos
agregados celulares, apesar do anticoagulante.

O procedimento de separa¢do mononuclear foi possivel com a técnica descrita, 0 que vem ao
encontro com os resultados obtidos por Perin et al. (2003), que descreveu procedimento similar em
humanos. Smith et al. (2003) realizou técnica semelhante em eqiiinos, porém com cultivo das células
mesenquimais in vitro.

O teste de viabilidade celular antes do implante foi realizado por Perin et al. (2003), com
resultado superior (96%) ao obtido nesta pesquisa (76%). Os demais trabalhos publicados na espécie
eqiiina ndo realizaram este procedimento (Herthel, 2002; Thomas, 2003; Smith et al., 2003). A
discrepancia de resultados entre a espécie humana e eqiiina demonstra a necessidade de ajuste do
procedimento 2 espécie, a ser realizado em futuras pesquisas. E possivel que a utilizagdo de centrifuga
refrigerada diminua a morte celular, pois o procedimento requer até 30 minutos de centrifugagdo, o
que resulta em aquecimento do equipamento, caso este ndo seja refrigerado. Acredita-se na
importancia do teste de viabilidade celular prévio ao implante, a fim de assegurar a confiabilidade do
mesmo.

A técnica de puncido aspirativa de medula éssea do esterno, realizada em eqiiinos mantidos em
posicdo quadrupedal, mostrou-se viavel, ressaltando seu baixo custo e reduzido risco ao animal,
tornando possivel futuramente o acesso a terapia celular aos profissionais que atuam também a campo.

Além disso, esta técnica possibilita as pesquisas de terapia celulares na espécie eqiiina, a partir
de células-tronco mesenquimais provenientes de medula dssea.

Portanto, a técnica desenvolvida neste estudo torna possivel implementar o uso de células-tronco
obtidas de medula éssea tanto em experimentos, quanto nas aplicagdes clinico terapéuticas.
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