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RESUMO

MAMBELLLI, L. I. Células tronco de tecido adiposo de equinos. Estudio seu potencial para

o tratamento da endometrose[Stem cells from equine adipose tissue. Studyheirtpotential

for the treatment of endometrosis]. 2011. 116 §sbrtacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidadeésdo Paulo, Sado Paulo, 2011.
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A aplicacdo terapéutica de Células Tronco (CT) gmir®ms € um campo emergente. Nestes
animais, as CT sao promissoras para o tratamer&sdes nos tenddes e rupturas de ligamentos.
Apesar das caracteristicas e do potencial na restw de tecidos lesionados, bem como dos
efeitos paracrinos destas células, ndo existemsdadespeito do seu uso no tratamento de
desordens sistémicas que podem acometer 0s equaisospMo a endometrose. A endometrose €
uma doenca progressiva e irreversivel que levajarsgacao do endométrio e a formacdo de um
tecido fibroso periglandular, sendo de grande églela na medicina veterinaria, por ser uma das
maiores causas de infertilidade. Apesar dos cotestaavancos na busca de um tratamento,
nenhum obteve sucesso. Levando-se em considerag§meéncia da doenca, o objetivo deste
projeto foi utilizar CT, previamente isoladas eacderizadas pelo nosso grupo, no tratamento da
endometrose, visando diminuir o processo inflan@at@ a formacdo do tecido fibroso
periglandular. Seis éguas com endometrose foracnosiizadas. Em quatro foram infundidas CT
previamente marcadas covfybrant, e nas outras duas (controle) apenas solucadofisa.
Antes da infusdo, foram coletadas bidpsias utemnamostras para citologia. Apés 7, 21 e 61
dias da infusdo, foram coletadas novas bidpsiasostaas citoldgicas. Por meio da fluorescéncia
direta observamos a presenca das CT marcadas ata®itianto no corpo quanto nos cornos
uterinos das éguas. Através de analises histokgbaervamos uma significativa melhora no
aspecto morfolégico e na organizacdo do tecidonatebem como, das glandulas endometriais,
apos a infusdo das CT, tal resultado foi obserypaidgressivamente ao longo dos dias. Notamos
também uma diminui¢cdo no processo de fibrose dddgueriglandular. As analises de citologia
demonstraram a auséncia de inflamacado uterina angg®s a infusdo das CT. Nossos dados
sugerem que existem beneficios na utilizacdo de€ecido adiposo de equinos no tratamento
do tecido uterino acometido pela endometrose, tinieamente s6 poderdo ser validados apos a

prenhez desses animais.

Palavras—chave: Infertilidade em éguas. Endomett@&alas tronco de tecido adiposo.



ABSTRACT

MAMBELLI, L.I. Stem cells from equine adipose tissue. Study of their potential for the
treatment of endometrosis. [Células tronco de tecido adiposo de equinosudestdo seu
potencial para o tratamento da endometrose]. 2014 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia, ersidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2011.

In horses, Stem Cell (SC) therapies are a promigngto the treatment of many injuries, as
tendon lesions and ligaments rupture. Besides Haracteristics and the potential in tissue
restoration, as well as, paracrine effects of 8€re is no information about the use of them for
the treatment of systemic disorders which can cdmharses, such as endometrosis.
Endometrosis is a progressive and irreversibleadsewnhich is defined as active or inactive
periglandular and stromal endometrial fibrosis,luding glandular alterations within fibrotic
foci. Modifications induced by this disease altére tsurface of endometrium which, in
consequence, led to infertility. Conventional treants do not reduce the fibrotic process or even
help to restore fertility. Considering the importarof this disease, the goal of this project is to
use SC, previously isolated and characterized lpygoup, in the treatment of endometrosis, in
order to reduce inflammatory process and periglEmdibrous tissue formation, typical of this
disease. Six mares with confirmed endometrosis wynehronized for the use as animal model
in this work. In four of animals we infused stenlis@reviously marked witfvybrant, and the
other two (control group) were infused with salsatution. Before the infusion, uterine biopsies
and also samples for cytology were collected. Aite21 and 61 days of cells infusion new
biopsies and cytology samples for analysis wertectdd. We observed, by direct fluorescence,
the presence of marked cells grafted in both bad/w#erine horns of treated animals. Through
histological analysis we observed a significantrowement in morphology and organization of
uterine tissue, as well as endometrial glandsry aftasion of stem cells, this result was observed
progressively throughout the days. Furthermore, nated a decrease in the process of
periglandular tissue fibrosis, after infusion ofl€eCytology analysis showed that the animals
have no uterine inflammation before or after infmsiof SC. Our data suggest that there are
benefits of using stem cells from equine adipossue in the treatment of uterus tissue affected

by endometriosis, which can only be clinically dalied after pregnancy of these animals.

Keywords: Mares infertility. Endometrosis. Stemls@&om adipose tissue.
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1INTRODUCAO

A CélulaTronco (CT) pode ser definida como uma célula que possui capacidade de auto-
renovacdo e de diferenciacdo para diversos tipos celulares (ALVARADO, 2008). As CT
encontradas nos mais variados tecidos especificos de um individuo adulto sdo denominadas
Células Tronco Adultas (CTA) e constituem uma populagdo de células multipotentes, que ao
contrario do que se acreditava iniciamente, ndo estdo envolvidas apenas no processo de
reparacdo e homeostase dos tecidos dos quais sdo isoladas, mas também possuem grande
capacidade de diferenciacdo, bem como diversos efeitos parécrinos que contribuem para a
recuperacdo e regeneracao de outros tipos celulares e teciduais do organismo. Nos Ultimos anos,
foi demonstrado que CTA podem ser obtidas a partir de vérios tecidos adultos, tais como medula
0ssea (CAPLAN, 1991), polpa de dente (KERKIS et al., 2006), pele (L1U et a., 2008) e também
tecido adiposo (ZUK et a., 2001, 2002; NAKAGAMI et a., 2005), e ndo apenas de seres
humanos, como também de diversos animais, dentre eles os equinos (VIDAL et a., 2006;
MAMBELLI et al., 2009). A capacidade das CTA de originar praticamente todos os tipos de
células do individuo as tém tornado extremamente atrativas para a regeneracdo de tecidos
(CAPLAN, 2000, 2003, 2005), uma vez que ndo fazem uso de embrides como materia biolbgico,
contornando as questfes éticas, culturais e religiosas envolvidas com o uso das Células Tronco
Embrionérias (CTE). Além disso, 0 avanco tecnol égico tem ajudado a visualizar o real potencial
da utilizagdo terapéutica das CTA, e a sua capacidade de reconstituicdo de tecidos injuriados esta
sendo amplamente estudada em modelos animais (PITTENGER; MARTIN, 2004; TOHMA et
al., 2008; MONTEIRO et al., 2009).

A aplicacdo terapéutica das CT em equinos é um campo emergente. Nos cavalos, estas
células se mostram extremamente promissoras para o tratamento de diversas doengas, a exemplo,
osteoartrites, lesdes tendineas e ruptura de ligamentos suspensorios, uma vez que estes animais
frequentemente sofrem tais injUrias e estas células podem servir como um instrumento para
gjudar na qualidade da regeneracéo dos ligamentos e tendfes | esionados, enquanto que as terapias
tradicionais se limitam a minimizar o processo inflamatério e a dor, ndo tendo efeito na
recuperacdo do tecido. Em se tratando dos equinos, proprietarios e veterinarios estdo

constantemente em busca de novas terapias que propiciem resultados mais efetivos, e apesar do
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grande nimero de dados cientificos, que demonstram a eficécia clinica da terapia com CT em
model os animais com determinadas doengas (NIEMEYER et al., 2006; MESIMAKI et al., 2009),
ndo existem na literatura dados a respeito do uso de CT para o tratamento de outras desordens
sistémicas que acometem estes animais, tal como a endometrose.

Dentre algumas doencgas que acometem 0s equinos, a endometrose € uma desordem que
possui grande relevancia para a area da medicina veterin&ria, uma vez que é responsavel pelas
maiores causas de infertilidade em éguas. A endometrose é definida como a atividade alterada ou
inatividade das glandulas do endométrio, sendo caracterizada por um processo progressivo e
irreversivel que leva a degeneracdo do tecido endometrial e a formagédo de um tecido fibroso
periglandular que prejudica a funcdo das glandulas uterinas (HOFFMANN et al., 2008). Apesar
de ser uma doenca bastante destrutiva e ser considerada uma das maiores causas de infertilidade
em éguas, a etiologia da endometrose permanece desconhecida e 0s tratamentos convencionais
n&o obtiveram sucesso na reducéo do processo fibrotico ou namelhoria da fertilidade (ASBURY;
LYLE, 1993). Por conta disto, e levando-se em consideragdo o potencial, bem como os efeitos
antiinflamatério, imunossupressor e imunomodulador das CT, acreditamos que estas células
serdo capazes de contribuir na reducdo do processo inflamatério e auxiliar na recuperagdo do

tecido fibroso periglandular, caracteristicos desta doenca.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CELULAS TRONCO

As células tronco sdo células primordiais, indiferenciadas que possuem alto potencial
proliferativo e extrema capacidade de diferenciacdo. Ao se multiplicarem, estas células sdo
capazes de gerar copias idénticas de s mesmas e quando reintroduzida no organismo podem
constituir funcionalmente qualquer tecido (FORTIER, 2005). No entanto, sua pluripoténcia ou
capacidade de gerar diversos tipos celulares € reduzida a cada divisdo celular, ou sgja, sua
capacidade de diferenciacdo torna-se mais restrita (CAPLAN, 2008). Devido a essas

caracteristicas Unicas, as CT sd0 de grande importancia para area medica.

2.1.1 Céulastronco adultas

Iniciddmente, acreditou-se que as CT encontradas em 0Orgdos adultos fossem
comprometidas a uma ou a poucas linhagens e estivessem envolvidas apenas na reparacéo dos
mesmos, e que fossem incapazes de serem reprogramadas para diferenciar-se em tecidos
diferentes (POULSOM et al., 2002). De acordo com esta visdo, as células descendentes de uma
CT sofrem uma mudanca irreversivel em um estégio inicial, o que faz com que as células sejam
permanentemente comprometidas com uma via de diferenciacdo especifica aos progenitores ndo
diferenciados, progenitores comprometidos e linhagens celulares especiaizadas (MEY ER, 2001).
Entretanto, muitas evidéncias sugerem que a diferenciacéo inicial de uma via especifica ndo é
irreversivel. Assim, as CTA apresentam capacidade de se diferenciarem em varios tecidos, porém
com um pouco mais de restricdo do que as CTE (LARRU, 2001). Por outro lado, as CTA
implicam menos problemas éticos para a pesquisa e aplicagdo clinica do que as CTE, uma vez
que ndo sefaz uso de embrides como material bioldgico (CHOUMERANOU et al., 2008).
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O uso das CTA no desenvolvimento de pesquisas em engenharia de tecidos e na medicina
regenerativa € importante e apresenta vantagens, uma vez que sua diferenciacdo é mais
controlada e, quando introduzidas no organismo, dificilmente produzem tumores (MARTIN,
2008).

Atuamente, foi mostrado que as CTA podem ser isoladas de varios tecidos adultos, tais
como a polpa de dente, a pele e também o tecido adiposo. Nestes trabalhos foi demonstrado
também que estas células apresentam uma plasticidade, ou sgja, capacidade de se diferenciarem
em varios tecidos, mais ampla do que foi mostrado antigamente para as CT isoladas da medula
Ossea. Acredita-se atuamente, que CTA sdo células multipotentes capazes de produzir ndo so
células derivadas da mesoderme (como primeiramente demostrado para CT Mesenquimais,
CTM), mas também da endoderme e da ectoderme (PITTENGER et a., 1999; HERZOG et 4.,
2003).

2.1.1.1 Células tronco mesenquimais

As células tronco mesenquimais fazem parte do grupo das CTA e de uma maneira geral,
estas células sdo definidas a partir de um conjunto de caracteristicas apresentadas in vitro,
incluindo a combinacdo de marcadores fenotipicos e as propriedades funcionais de diferenciacéo.

As CTM foram primeiramente descritas por Friendenstein et al. (1970) como precursores
fibroblasticos da medula 6ssea. A partir dai, Caplan (1991) e Colter (2000) entre outros autores,
purificaram, expandiram e caracterizaram células da medula 6ssea, as quais foram nomeadas
células tronco mesenquimais.

Como proposto pelo Comité de Células Tronco Mesenquimais da Sociedade Internacional
de Terapia Celular, as CTM humanas sdo definidas como CD105, CD73 e CD90 positivas e
negativas para CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA. O marcador de
superficie celular Stro-1 é considerado o melhor marcador para CTM, porém néo é exclusivo para
esse tipo celular e a expressdo do mesmo ndo é mantida durante sucessivas passagens (KOLF et
al., 2007).
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Sendo do grupo das CTA, as CTM também sdo isoladas a partir de vérios tecidos do
organismo, tais como musculo, derme, cartilagens articulares, figado, baco, timo e também tecido
adiposo (BIANCO; COSSU, 1999). Atuamente existem trés hipoteses para justificar a presenca
das CTM nos mais diferentes 6rgéos do organismo. A primeira considera que estas células sdo
originadas de um tecido ou 0rgdo especifico, sendo posteriormente liberadas na circulagdo em
situacdo de injuriatecidual. A segunda possibilidade baseia-se no fato de que as CTM possam ser
isoladas a partir de diferentes tecidos, sendo gue as culturas apresentam morfol ogia semelhante a
fibroblastos, além de serem morfoldgica e fenotipicamente similares entre si (ZUK et al., 2001).
A teoria mais justificavel foi recentemente proposta, baseando-se na relacdo das CTM com o
nicho perivascular. Esta hipétese justifica a presenca destas células nos mais diferentes tecidos.

Uma das caracteristicas das CTM, quando cultivadas em baixa densidade, é a rgpida
adesdo com formagdo de colonias (BAKSH et a., 2004). Além disso, muitos autores
demonstraram a alta eficiéncia destas células em se diferenciarem para outros tipos celulares de
origem mesodermal, quando induzidas e utilizando meios de cultivo adequados. As CTM se
diferenciam para osteoblastos, adipécitos, condrocitos e cardiomidcitos. Barry (1999)
demonstrou a capacidade destas células em se diferenciarem também para células neurais e
endoteliais. Em relacdo a morfologia, a microscopia de luz revela células fibroblastéides
alongadas, fusiformes e pontiagudas, com nicleos ovais, grandes e centrais e citoplasma
abundante. Quando senescentes, elas sdo grandes, largas, achatadas e proliferam-se lentamente
(FEHRER; LEPPERDINGER, 2005).

A utilizacdo de CTM em estudos pré-clinicos e clinicos em doencas cardiacas e
pulmonares se mostrou muito eficiente ndo apenas nos seres humanos, mas também em outros
animais, como por exemplo, os equinos (FRISBIE; SMITH, 2010). Outra caracteristica
importante destas células a ser considerada na terapia celular sdo os efeitos paracrinos por meio
da secrecdo de moléculas bioativas no tecido enxertado (NASEF, 2008). As CTM enxertadas
possuem uma agao benéfica para 0 organismo através das suas propriedades anti-apoptotica, anti-
fibrotica e angiogénica (ZHANG et a., 2007).
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2.2 POTENCIAL DE DIFERENCIACAO DAS CELULAS TRONCO

A propriedade mais explorada das CT é a sua capacidade de diferenciacdo. Pode-se
definir diferenciacdo celular como um processo pelo qual se originam as diferencas entre as
células de um individuo, caracterizada em termos estruturais e funcionais. Esta diferenciacéo
ocorre através de uma variedade de fatores indutores que controlam este mecanismo
(DORSHKIND, 2002). A transdugdo dos sinais recebidos pela célula resulta entdo na repressao
de certos genes e ativagdo de outros. Os fatores de transcri¢éo |levam a uma expressao coordenada
desses genes, sendo que a interacdo entre esses fatores conduz a um padréo de resposta
especifico. Enzimas, peptideos, receptores, canais idnicos e moléculas de adesdo, entre outros,
s80 regulados pela expressdo génica (GLEZERA et al., 2000). As modificagdes no padréo dessas
expressdes sdo responsaveis pela diferenciacdo das CT. Em gerd, a diferenciacdo celular é
acompanhada da perda simulténea de outras possibilidades de diferenciacéo, ou sgja, da perda da
sua plasticidade.

Quanto a capacidade de originar os tecidos do organismo, as CT podem ser classificadas

como.

e Totipotentes. sdo agquelas células capazes de dar origem a todas as células presentes no

organismo e também aos anexos extra-embrionarios;

e Pluripotentes: um pouco mais restritas que as totipotentes, estas podem originar quase

todos os tipos celulares,

e Multipotentes: mesma definicio de pluripotentes. Muitos autores dizem que
pluripoténcia e multipoténcia s@o sinbnimos; poréem este termo é mais utilizado para
CTA;

e Oligopotentes. sdo células um pouco mais diferenciadas (ou comprometidas) e podem

produzir poucas células no organismo;
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e Unipotentes: produzem somente um Unico tipo celular maduro.

Em resumo, a medida que as CT se diferenciam, elas perdem o seu potencial proliferativo

e asuadiferenciacdo se torna maisrestrita.

2.3 CELULAS TRONCO E A MEDICINA REGENERATIVA

Nos ultimos anos, uma nova aea da medicina vem sendo desenvolvida, abrindo
perspectivas inovadoras para o tratamento de doencas até entdo consideradas incuréveis, é a
chamada medicina regenerativa, que consiste na utilizacdo de células, fatores de crescimento e
biomateriais que permitem ao proprio organismo reparar tecidos e 6rgaos lesionados (ASSMUS
et a., 2002). Devido as diversas caracteristicas das CT, estas células se tornaram de grande
importancia para esta nova &rea da medicina.

Naturalmente, nosso organismo apresenta CT nos variados tipos de tecidos. No caso de
uma lesdo, ocorre a migracdo destas células do sangue periférico para o loca injuriado, visando o
reparo do mesmo. Células ja diferenciadas podem também se proliferar em resposta a agressdes
teciduais, indicando que o processo de regeneracdo ocorre nestes tecidos, contudo, tal
regeneracao pode ndo ser suficiente e eficiente o bastante para recuperar totalmente a lesdo. Por
este motivo, o crescente estudo de métodos para a realizacéo de transplantes utilizando CT vem
sendo aprimorados nesta area de pesquisa, sgja transplantando CT indiferenciadas diretamente no

0rgéo lesionado, ou transplantando CT parcialmente diferenciadas.

2.4 O TECIDO ADIPOSO COMO FONTE DE CELULAS TRONCO

O futuro daterapia celular, tal como a engenharia de tecidos, depende de umafonte de CT
pluripotentes (FOLLMAR et a., 2007; HAN et a., 2007). Para engenharia de tecido

mesodérmico, uma fonte destas células é o estroma da medula dssea. Entretanto, a aquisicéo da
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medula Ossea tem suas limitagcBes. Uma fonte alternativa de CTA que sgja obtida em grandes
guantidades, com anestesia local, com um minimo de desconforto ao doador, devera ser
vantgjosa. Zuk et al. (2001) isolaram do tecido adiposo humano, coletado por lipoaspiracdo, uma
populacdo de células semelhantes a fibroblastos, denominados como Céulas Tronco do Tecido
Adiposo Humano ou CTAH. As CTAH podem ser mantidas in vitro por longos periodos como
uma populagcdo que se divide estavelmente e com baixos niveis de senescéncia A
imunohistoquimica e a citometria de fluxo mostraram gque a maioria das CTAH é de origem
mesodérmica ou mesengquimal, com baixos niveis de pericitos contaminantes (células endoteliais
e células musculares lisas). Finamente, as CTAH diferenciaram-se in vitro para céulas
adipogénicas, condrogénicas e osteogénicas na presenca de fatores indutores de linhagem
especifica. Esses dados reforcam a hipotese que o lipoaspirado humano contém células
multipotentes e representam uma fonte alternativa de CT comparada as CTM da medula éssea.
Vidal et al. (2007) analisaram as caracteristicas e a frequéncia de crescimento, além do
potencia de diferenciacdo osteogénico e adipogénico de células estromais isoladas a partir de
tecido adiposo de equinos. Como resultado, eles observaram que as células isoladas
apresentavam um alto indice de crescimento nos primeiros dez dias de cultivo, sendo que a partir
deste periodo esta taxa decaia, sugerindo a senescéncia destas células. Quanto as diferenciactes,
as coloracOes por fosfatase alkalina e Oil Red O comprovaram a eficiéncia das diferenciactes
osteogénica e adipogénica, respectivamente. Tal resultado foi observado mesmo nas passagens
subsequentes. Os autores concluiram que apesar das caracteristicas de crescimento e do potencial
de diferenciacdo revelarem agumas diferencas quando comparados agueles resultados ja
descritos na literatura cientifica, o tecido adiposo € uma fonte promissora para obtencéo de CTA

visando a aplicagdo clinica na medicina veterinaria de equinos.

2.5 CELULAS TRONCO E SUA APLICACAO TERAPEUTICA EM EQUINOS

A aplicacdo terapéutica de CT em equinos € um campo emergente. Em cavalos, estas
células se mostram extremamente promissoras para o tratamento de diversas doencas, a exemplo,

artrites, lesbes nos tenddes e ruptura de ligamentos, uma vez gue estes animais frequentemente
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sofrem tais injdrias e as CT podem servir como um instrumento para agjudar na melhoria da
gualidade de regeneracdo dos ligamentos e tenddes lesionados (LACITIGNOLA, 2008). As
terapias tradicionais se limitam a minimizar o processo inflamatorio e a dor, ndo tendo efeito na
regeneracdo do tecido lesionado. Tais terapias resultam, frequentemente, na formacdo de
cicatrizes com a perda parcia ou total da funcdo tecidual. Um bom exemplo sdo as lesdes
tendineas, nas quais a cicatriz é constituida de fibras menos organizadas e uma menor
concentracdo de colageno. Esta conformagdo resulta na ndo restauracdo da morfologia e da forca
do tendd 0 que consequentemente, 0 torna mais suscetivel a novas lesdes. Desta forma, as
terapias tradicionais permitem que o animal se recupere, porém, a qualidade do tecido ndo sera a
mesma. Em se tratando de equinos, proprietérios e veterinarios estdo constantemente em busca de
novas terapias que propiciem resultados mais efetivos.

Apesar do grande nimero de dados cientificos, que demonstram a eficécia clinica da
terapia com células tronco em model 0s animais com osteoartrites, defeitos osteocondrais, lesdes
tendiness e fraturas (NIEMEYER et al., 2006; MESIMAKI et al., 2009), ndo existem naliteratura
dados a respeito do uso de células tronco para o tratamento de outras desordens sistémicas que
acometam estes animais, tais como a endometrose.

Dentre algumas doencas que acometem 0s equinos, a endometrose € uma desordem que
possui grande relevancia para a area da medicina veterinaria, uma vez que, é responsavel pelas

maiores causas de infertilidade em éguas.

2.6 ENDOMETROSE

O termo endometrose substituiu o termo “endometrite degenerativa crénica’ e foi citado
pelaprimeiravez por Kenney (1992), que o definiu como diferentes alteracdes do endométrio dos
equinos. Atualmente, esta doenca € definida como a atividade aterada ou inatividade das
glandulas do endométrio, podendo ser caracterizada por um processo progressivo e irreversivel,
correlacionado com a idade do animal, que leva a degeneragdo do tecido endometrial e a
formagdo de um tecido fibroso periglandular que pode afetar tanto as glandulas isoladas quanto

os ninhos glandulares (HOFFMANN et al., 2008). Apesar da grande importancia desta doenca
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para a medicina veterinaria, pouco € conhecido a respeito da endometrose, e sua etiologia e
patogenia permanecem desconhecidas (HOFFMANN et al., 2003). Alguns autores acreditam que
infeccBes uterinas repetidas ou persistentes poderiam, ao causar inflamacdo do endométrio, levar
a0 desenvolvimento da fibrose periglandular, porém outros fatores, tais como agressdes
frequentes (coito, infeccbes ou gestacdo) ao endométrio poderiam agravar a doenca
(CARNEVALE; GINTHER, 1992; CADARIO et a., 2002). Por se tratar de um processo
progressivo, Vvarios tratamentos, como por exemplo, a curetagem do endométrio, foram
propostos, porém ndo obtiveram sucesso na reducdo do processo fibrético ou na melhoria da
fertilidade (ASBURY; LYLE, 1993). Apesar dos constantes avancos pela busca do conhecimento
de como surgiu e de que maneira poderia ser tratada esta doenca, ainda resta muito a ser
descoberto.

O inicio da endometrose é caracterizado pela presenca de feixes periglandulares de
colageno e camadas concéntricas de fibroblastos (RAILA et al., 1997). O primeiro estagio da
doenca é caracterizado pela presenca de grandes células estromais com morfologia poligonal que
produzem fibras de coldgeno (Figura 1), sendo que em um estagio mais avancado, estas células
passam a nao mais sintetizar colageno e grande parte se diferencia para miofibroblasto. Os
miofibroblastos secretam diferentes mediadores que podem afetar a composicdo da matriz
extracelular, além de proporcionarem contratibilidade as glandulas uterinas, prejudicando a
funcdo das mesmas (HOFFMANN et a., 2008).

O grau de endometrose € determinado pela frequéncia de gléndulas com fibrose e
formacgéo de ninhos, bem como pelo nimero de camadas de fibrose (KENNEY ; DOIG, 1986).

A fibrose periglandular difusa, independentemente do grau de severidade, tem um maior
efeito nocivo na capacidade do Utero em levar uma gestacdo a termo, quando comparada a
alteracOes localizadas. Por isso, a fregiiéncia com que aparecem os ninhos de fibrose é um fator
importante na classificagdo do grau de endometrose (KENNEY, 1978).
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Figura 1 - Bidpsia uterina de égua com Endometrose. (G) glandulas isoladas, (GN) ninhos glandulares e
(SC) células estromais, Fonte: Hoffmann et a., 2008

Apesar de ser uma doenca bastante destrutiva, a endometrose sO é diagnosticada quando
0S animais passam a apresentar algum sintoma caracteristico, tal como uma baixa taxa de
fertilidade sem nenhum motivo aparente. A partir da observagdo dos sintomas, devem ser

realizados exames diagndsticos a fim de confirmar ou ndo a doenca.

2.7 O UTERO DA EGUA

O (tero das éguas € composto por trés camadas. endométrio (mucosa), miométrio

(muscular) e perimétrio (camada serosa).

A mucosa do |umen uterino é revestida por células epiteliais, que variam de cubicas a
cilindricas altas. Abaixo do epitélio estd alamina propria, que foi dividida por Kenney (1978) em
estrato compacto e estrato esponjoso. O estrato compacto é formado por muitas células do

estroma e capilares. No estrato esponjoso encontram-se algumas células do estroma, artérias,
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veias e vasos linféticos, bem como as glandulas endometriais. Vogel e Humke (1973) denominam
a camada entre 0 endométrio e 0 miométrio de estrato subglandular, rico em vasos e pobre em
glandulas. O miométrio € formado por uma grossa camada circular interna e uma fina camada
longitudinal externa e, entre elas, estd o estrato vascular. Sobreposto ao miométrio fica o
perimétrio, formado por tecido conjuntivo frouxo, vasos e nervos, coberto por mesotélio
peritoneal (DELLMANN; BROWN, 1987).

As caracteristicas histolégicas observadas nas bidpsias endometriais podem ser
fisioldgicas (ciclicas ou estacionais), patoldgicas ou artefatos (KENNEY, 1978). A interpretacéo
correta das mudancas depende do conhecimento de mudangas ciclicas e estacionais do
endométrio. Caracteristicas ciclicas a serem observadas sdo: a atura do epitélio luminal, a
configuracdo das glandulas e a quantidade de edema na lamina propria (DOIG; WAELCHLI,
1993).

O ciclo reprodutivo das éguas é dividido nas seguintes fases. anestro, proestro, estro e
diestro. Sendo o anestro a fase em que ndo ha atividade ciclica e corresponde a maior parte da
vida de uma fémea; o0 proestro compreende a fase mais curta do ciclo, e antecede o estro; o estro
€ afase receptiva, ou sgja o periodo fértil da égua. Nesta fase airrigacdo uterina € maior, umavez
gue a fémea esta a espera da monta e consequentemente do embrido fecundado. Caso ndo ocorra
amonta e a fecundacdo do évulo, a égua entra em diestro, Ultimafase do ciclo reprodutivo. Neste
trabalho, o enfoque € na fase do estro. O ciclo estral da égua tem duracéo de 18 a 22 dias, tempo
entre uma ovulacdo e outra, e é dividido nas seguintes fases:

Proliferativa (8 a9 dias) = Pro-estro (3 dias); estro (2-3dias); pds-estro (3 dias);

Secretoria (9 dias) = inter-estro inicia e intermediério;

Involutiva (4 dias) = inter-estro final.

Na fase proliferativa, as células do epitélio luminal e do epitélio das glandulas sdo
prismaticas atas, com grandes nicleos ovais a redondos, hipocrométicos. As glandulas estdo
distendidas. Na fase secretéria, as células do epitélio luminal sdo isoprisméaticas a clbicas, com
nucleos ovais aredondos. As glandulas sdo tortuosas, o lumen € maior e seu epitélio é baixo, com
vacuolos secretérios na parte apical do citoplasma e nlcleos redondos. Na fase involutiva as
células epiteliais das glandulas tem nucleos pequenos, redondos e hipercrométicos. As glandulas
comegam a perder atortuosidade (KELLER, 2004).
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2.8 BIOPSIASUTERINAS

A biopsia uterina faz parte do exame ginecol6gico para avaliar a capacidade reprodutiva
das éguas. Sua maior importancia consiste na determinacéo da capacidade do Utero em levar uma
gestacdo a termo, sempre relacionada aos achados clinicos, laboratoriais e outros dados
relevantes, tais como aidade, o nimero de crias e 0 comportamento do animal. A técnica também
€ Util em detectar mudancgas associadas a baixa fertilidade, ndo facilmente diagnosticadas por
outros métodos (DOIG; WAELCHLI, 1993). A bidpsia endometria é indicada para qualquer
égua ndo gestante com suspeita de alguma alteracéo uterina.

A biopsia uterina é indicada nas seguintes situacoes.

1. Constatacéo de problemas do trato genital;

2. Infertilidade apds inseminagdes/coberturas em trés ou mais ciclos numa mesma temporada de
monta, com sémen de comprovada fertilidade;
Eguas com histérico de perda embrionaria precoce ou aborto;

4. Comportamento de anestro durante a temporada fisiol6gica de monta, bem como hipoplasia
de ové&rios e genitdia;

5. Antes e depois de umaintervencao cirdrgicano trato genital;

6. Avaliacdo defertilidade;

Monitoramento dos resultados de uma terapia uterina.

A retirada da amostra uterina pode ser feita em qualquer fase do ciclo estral (KENNEY;;
DOIG, 1986), sem causar problemas clinicos. Porém, de acordo com Neely (1983), para uma
avaliacdo correta do grau de fibrose endometrial, o diestro é a melhor fase do ciclo para a coleta
da amostra, pois o Utero apresenta maior concentracdo de glandulas. Um endomeétrio em anestro é
hipoplésico e subdesenvolvido, sendo dificil a avaliacéo da fibrose. Da mesma forma, durante o
estro, as glandulas estéo presentes em menor quantidade, separadas pelo edema, que pode ser
consequéncia da influéncia do estrégeno ou de uma inflamacdo (neste caso acompanhado de
céulasinflamatdrias).

Segundo Watson e Sertich (1992), coletas repetidas de amostras ndo tem efeito negativo

sobre a taxa de paricéo. Os autores coletaram biopsias endometriais de éguas duas, trés ou quatro
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vezes num periodo de 50 dias, inclusive durante os dias de cobertura, e observaram que seis das
sete éguas estudadas ficaram prenhas (KELLER, 2004).

29 TRATAMENTO DA ENDOMETROSE

Por se tratar de um processo progressivo e irreversivel, varios tratamentos foram
propostos para endometrose, porém nenhum deles obteve sucesso na reducdo do processo
fibrético ou na melhoria da fertilidade (HOFFMAN et a., 2008). Muitas tentativas de realizar
uma curetagem quimica, também n&o obtiveram sucesso na melhoria do tecido uterino afetado
pela doenca.

Levando em consideracdo o que foi descrito, e o fato de que néo existir naliteratura dados
arespeito do uso de células tronco na terapia da endometrose, propomos o uso de células tronco
mesenquimais, previamente isoladas e caracterizadas pelo nosso grupo, como um possivel
tratamento para a endometrose em éguas.



OBJETIVOS
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivos testar a capacidade das células tronco, isoladas a
partir de tecido adiposo de equinos, na diminuicdo do processo inflamatdrio, bem como na

reducéo do tecido fibroso periglandular, caracteristicos da endometrose.
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4 MATERIAISE METODOS

Todos os procedimentos do presente projeto envolvendo o uso de animais foram
conduzidos apds aprovagdo da Comissdo de Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP). Projeto protocolado sob o n°
1804.

4.1 ANIMAIS

Foram utilizadas seis éguas (Lobuna, Cumparsita, Trairona, Amanda, Ki-Rumba e
Czarina) em fase ciclica com idade entre 6 e 21 anos. A atividade reprodutiva ciclica foi
determinada através de palpagao retal e ultra-sonografia, sendo a identificagdo de um corpo
luteo o critério para a utilizacdo do animal no experimento. As éguas foram mantidas
exclusivamente em pastagem (campo nativo melhorado, através de correcdo, adubagdo e
semeadura de espécies forrageiras hibernais), sendo suplementadas duas vezes ao dia, com
uma combinag@o de aveia branca e racao comercial (contendo 12% de proteina bruta) e sal
mineral. A area esta dividida em cinco piquetes, a fim de permitir a rotacdo de acordo com
a condicdo da pastagem, sendo a lotagdo média de dois animais por hectare. A érea
destinada aos animais fica junto a Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), situada na Avenida Bento Gongalves, nimero 9090, em Porto
Alegre, Rio Grande do Sul.
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42 ISOLAMENTO, CULTURA E EXPANSAO DAS CELULAS TRONCO
MESENQUIMALIS DE TECIDO ADIPOSO DE EQUINOS

Os procedimentos de isolamento, cultivo, expansao e congelamento das CTM foram
previamente descritos por Mambelli et al. (2009). Brevemente, as amostras de tecido
adiposo foram coletadas sob condicOes assépticas durante cirurgias de rotina. Para o
isolamento das células derivadas do tecido adiposo, os fragmentos de gordura foram
lavados extensivamente com solucdo salina (PBS), cortados em pequenos pedagos e
enzimaticamente digeridos utilizando colagenase tipo I (Gibco, Carlsbad, CA, EUA)
0,075% por 30 minutos em constante agitagdo a uma temperatura de 37 °C. O tecido
digerido foi filtrado (100 um) para obter a fragdo celular estromal-vascular, que foi entdo
re-suspendida em meio de cultura basal (meio para células indiferenciadas) Dulbecco’s
Modified Eagle’s medium-high glucose (DMEM-HG, Gibco), suplementado com 15% de
soro fetal bovino (Hyclone - Logan, Utah, EUA), 1% de L-Glutamina (100x), 1% de
Aminoacidos ndo Essenciais e 1% de antibidtico-antimicético Penicilina G 10,00U/ml,
Anfotericina b — 25ug/ml, Estreptomicina — 10,000ug/ml, todos da Gibco. Em seguida, as
células foram semeadas em placas de cultura de 100 mm na concentragio 5x10°. Apos 24
horas, as células ndo aderentes foram removidas por meio de lavagem (3 vezes) com PBS e
troca do meio de cultura. As células foram cultivadas em estufa de CO, (5%), com
atmosfera Umida a uma temperatura de 37°C até atingirem a semi-confluéncia
(aproximadamente 80%). Em seguida, uma parte das células foi congelada contando a
passagem 1 e guardadas em nitrogénio liquido, enquanto a outra parte foi repicada varias

vezes a fim de expandir a cultura sob as condi¢des descritas acima.
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4.3 CARACTERIZACAO DAS CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS ISOLADAS A
PARTIR DE TECIDO ADIPOSO DE EQUINOS

As CTM foram previamente caracterizadas (MAMBELLI et al., 2009) por diversos
métodos descritos na literatura cientifica, a exemplo o método de cell doubling (VIDAL et
al., 2006), analise de cariotipo (WENCESLAU et al.,, 2010 submetido) e ensaios de
diferencia¢do (ZUK et al., 2002).

4.3.1 Método de Cell Doubling

A capacidade de proliferagdo in vitro das células tronco isoladas a partir do tecido
adiposo de equinos foi avaliada através do método de duplicagao celular ou cell doubling,
previamente descrito por Mambelli et al. (2009). As células foram cultivadas em garrafas
T25 (Corning, NY, EUA) com meio basal até atingirem confluéncia de aproximadamente
70%. Neste ponto, estas foram tripsinizadas e contadas com o auxilio da camara de
Newbauer ¢ entio replaqueadas, em dulplicata, sob a densidade de 1x10° células em novas
garrafas T25 (Corning). A cada trés dias, elas eram novamente tripsinizadas, contadas e

replaqueadas. Esse processo se deu a partir da passagem dois (P2) até a passagem 23 (P23).

4.3.2 Andlisede Caridtipo

As células foram mantidas em cultivo com meio basal até atingirem confluéncia de
aproximadamente 70%. Neste ponto, Demecolcina (Sigma, St. Louis, Mo., EUA), em uma
concentracao final de 0.07 pg/ml, foi adicionada a cultura e mantida por seis horas. Apds
este periodo, as células foram tripsinizadas, centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos,

ressuspendidas em 5 ml de 0.075 M KCI e incubadas por 30 minutos em banho-maria a
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37°C. Em seguida, as células foram novamente centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos e 5
ml do fixador gelado foi adicionado, ressuspendendo levemente o pellet. O fixador é
composto por acido acético e metanol, na proporcao 1:3. Adicionado o fixador, as células
foram mantidas em geladeira por 20 minutos. Este procedimento foi repetido duas vezes.
No dia seguinte, as laminas foram confeccionadas, coradas por meio da coloracdo de
Giemsa ¢ as metafases celulares foram analisadas em um microscopio optico (Nikon-

Eclipse E-800).

4.3.3 Ensaios de Diferenciacéo

Todos os ensaios de diferenciacdo foram realizados em triplicata, antes ¢ apos o
procedimento de criopreservagdo. O meio dos experimentos controles (meio basal) foi o

mesmo para todas as diferenciagoes.

4.3.3.1 Diferenciacdo Osteogénica

Para diferenciacdo osteogénica, cerca de 5x10° células foram cultivadas em placas
de 6 wells. Apds 24 horas, o meio basal foi substituido pelo meio de diferenciagio DMEM-
Low Glucose (DMEM-LG; Gibco) suplementado com 2% de soro Knockout (Gibco), 1%
Penicilina/Streptomicina e com os indutores osteogénicos (100 uM dexametasona e 50 uM
de 2-fosfato acido ascorbico, ambos da Sigma). As trocas de meio foram realizadas a cada
trés ou quatro dias. No 10° dia da diferenciacdo, ambos os meios de cultura (experimental e
controle) foram refeitos sendo suplementados com 200 mM de B-Glicerolfosfato (Sigma).
Apo6s 21 dias de cultivo, as amostras foram avaliadas pela coloracdo de von Kossa, para

determinar a deposi¢ao mineral, como descrito por Mambelli et al. (2009).
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4.3.3.2 Diferenciagdo Adipogénica

Para diferenciagdo adipogénica, cerca de 5x10° células foram cultivadas em placas
de 6 wells, com procedimentos semelhantes a diferenciacdo osteogénica. O meio de
inducdo foi composto por DMEM-HG, com 2% de soro Knockout (Gibco), 500 uM
isobutilmetilxantina (Sigma), 10 uM insulina (Sigma), 10 ul dexametasona, 100 uM
endometacina (Sigma) e 1% antibiotico. A troca do meio indutor foi realizada duas vezes
por semana e a cultura foi mantida por sete dias. Apds este periodo, as células foram
lavadas 3 vezes com PBS e fixadas por 60 minutos a temperatura ambiente com
paraformaldeido 4%. A coloragdo por Oil Red O foi realizada, incubando as células com o
corante, em temperatura ambiente por cinco minutos e apos este periodo, o excesso deste

foi retirado por meio de algumas lavagens com agua destilada, como descrito por Mambelli

et al. (2009).

4.3.3.3 Diferenciacao Condrogénica

Para a diferenciagdo condrogénica, 4x10° células/ml foram centrifugadas, com meio
basal, em um tubo de polietileno de 15 ml a 1500 rpm por 5 min. A seguir, as células foram
ressuspendidas em meio pré-indutor composto por DMEM-HG, com 1% insulin transferinn
seleniun (ITS, Sigma), 0,1% dexametasona, 1% piruvato de sodio (Sigma) e 0,1% 2-fosfato
acido ascorbico. A seguir, as células foram novamente centrifugadas a 500 x g por 5 min.
Apos terceira centrifugacdo, estas foram ressuspendidas em meio condrogénico composto
por DMEM-HG, com 1% ITS, 0,1% dexametasona, 1% piruvato de sédio, 0,1% 2-fosfato
acido ascorbico e 0,1% TGFp-1 (LGC Biotechnology, SP, Brasil). A troca do meio indutor
foi realizada diariamente e a cultura foi mantida por 21 dias. Apos este periodo, as células
foram fixadas a temperatura ambiente com paraformaldeido 4% e emblocadas em parafina,

para entdo serem cortadas e coradas com Azul de Toluidina e realizar o ensaio de
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imunofluorescéncia utilizando anticorpos especificos (Agrecan e Colageno tipo I, ambos

da Chemicon, Temecula, CA, EUA) como descrito por Mambelli et al. (2009).

4.3.3.4 Diferenciacdo Miogénica

Para diferencia¢io miogénica, 1x10° células foram cultivadas em placas de 6 wells.
Ap6s 24 horas, 0 meio DMEM-HG suplementado com 10% de soro fetal bovino comum e
também pelos indutores miogénicos (5% de horse serum e 100M de hidrocortizona, todos
da Gibco) foi adicionado as culturas experimentais. As trocas de meio foram realizadas
duas vezes por semana. Apods 20 dias de cultivo, as amostras foram fixadas e
posteriormente avaliadas por imunoflourescéncia utilizando os anticorpos especificos: anti-

miosina e anti-o-actinina, como descrito por Zuk et al. (2002).

4.3.3.5 Diferenciagdo Neurogénica

Para diferenciagdo neurogénica, cerca de 1x10° células foram cultivadas em placas
de 6 wells, com procedimentos semelhantes a diferenciagdo miogénica. O meio de
diferenciacdo foi composto por DMEM-HG, com 20% de soro fetal bovino e 1mM de
monoetilglicerol (Sigma). A troca do meio indutor foi realizada todos os dias e a cultura
mantida por uma semana. Apos este periodo, as células foram fixadas por 60 minutos a
temperatura ambiente com paraformaldeido 4% e lavadas algumas vezes com etanol 70%.
Entdo foi realizada a imunoflourescéncia utilizando anticorpos especificos anti-p-tubulina

IIT e anti-oligodendrocito (ambos da Chemicon), como descrito por Zuk et al. (2002).
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4.4 MARCACAO DAS CELULAS TRONCO COM VYBRANT

No momento da infusdo uterina, as células tronco de tecido adiposo de equinos
foram marcadas com Wybrant CFDA-SE CELL (Nanocristal fluorescente -
Excitagdo/Emissao maximas: 492517 nm; cor verde; Invitrogen - n° de catdlogo V12883)
de acordo com as instru¢des do fabricante. Inicialmente, as células foram descongeladas e
ressuspendidas em meio de descongelamento composto por: DMEM-HG (Gibco)
suplementado com 15% de SFB (Gibco), seguido de centrifugacdo a 1000 rpm por 5
minutos. Descartado o sobrenadante, as células foram ressuspendidas em PBS pré-aquecido
a 37°C e incubadas com a probe em uma concentragdo de 25 uM por 20 minutos em
banho-maria também a 37°C. As células foram novamente centrifugadas, ressuspendidas
em meio (DMEM-HG (Gibco) + 15% SFB (Gibco) + 2% antibiotico (Gibco)) pré-
aquecido e entdo incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente para completar a
modificagdo da probe. Em seguida, as CTM foram novamente centrifugadas e

ressuspendidas em 20 ml de solugdo fisiologica 0,1% para infusdo.

4.5 SINCRONIZACAO DOS ANIMAIS

Para realizar a sincronizagao das éguas no estro, foi injetado via intramuscular (v.1.),
1 ml do hormonio Lutalyse® (PGF2alfa), entre os dias cinco e quatorze do ciclo estral,
sendo o dia zero o momento da ovulacdo, que foi determinado através de palpacgado retal e
ultrassonografia do ovario. Este fAirmaco, que age apenas em corpos luteos maduros, foi
administrado com o objetivo de promover a lutedlise, ou seja, lise do corpo luteo, bem
como uma tentativa de fazer com que os animais entrem no cio juntos. Vale lembrar que o
inicio do cio leva de 3 a 5 dias e depende dos niveis circulantes de Hormonio Foliculo
Estimulante (FSH), quando ocorre a lutedlise. Desta forma, com no maximo duas

aplicagdes de PGF2alfa, em cada égua, se consegue sincronizar o lote.



49

4.6 COLETA DAS BIOPSIAS ENDOMETRIAIS E INFUSAO UTERINA DAS
CELULAS TRONCO

As ¢éguas foram controladas através de palpacdo retal e ultrassonografia
periodicamente. Uma vez em cio, passamos a realizar o controle de foliculo, avaliando-se
também, o grau de edema uterino e a presenca de fluido intra-uterino, especialmente
visando a deteccdo da ovulagdo. Todos os procedimentos de coleta de bidpsia uterina e
aplicacao das células tronco foram realizados no 8° dia do ciclo (ovulagdo=dia zero).

Para a realizacdo da coleta da biopsia endometrial (Figura 2), as éguas foram contidas
em brete, ndo sendo necessaria a utilizagdo de nenhum tipo de fairmacos, uma vez que sao
procedimentos rapidos e que ndo representam nenhum risco a saude ou bem estar dos
animais. Nao ha necessidade de jejum prévio a coleta ou infusdo, nem procedimentos
especificos outros do que aqueles previstos no protocolo experimental, durante ou apos a
realizacdo dos mesmos.

Antes da infusdo das células tronco, foram coletadas amostras para exames
citologico, bacteriolégico (MATTOS et al., 1984) e histopatologico (RICKETTS, 1975).
Para a inoculagdo das células tronco, as éguas foram preparadas da mesma maneira descrita
para a coleta da biopsia endometrial. Apods a limpeza da area perianal (Figura 3), o material
foi infundido no utero através de uma pipeta descartavel, que foi passada através do colo
uterino apds abertura com a mao vestindo luva descartavel lubrificada. Uma vez que a
extremidade livre estava localizada no corno uterino direito, a pipeta foi acoplada a seringa
contendo as células através de um conector de borracha estéril, sendo em seguida infundido
10 ml do volume total (20 ml) contido em seu interior. Em seguida, a extremidade livre foi
colocada no corno uterino esquerdo e o restante (10 ml) do volume contido na seringa foi
infundido. Imediatamente ap6s, uma segunda seringa, contendo 3 ml de solucao de cloreto
de sodio a 0,9% estéril, foi acoplada a pipeta e seu volume infundido para garantir a infusao

do volume contido na pipeta e no conector (Figura 4).



Figura 3 - Limpeza da regido perianal

Figura 2 - Coleta das biopsias endometriais
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Figura 4 - Infusdo das células tronco

4.7 ANALISE DA CITOLOGIA ENDOMETRIAL DAS AMOSTRAS OBTIDAS ANTES
E DEPOIS DE 7, 21 E 61 DIAS DA INFUSAO DAS CELULAS TRONCO

Para a coleta das amostras de citologia endometrial utilizamos espéculo de polanski,
pinga de swab e pin¢a de cérvix. Inicialmente introduzimos o espéculo, localizamos e
pingamos a cérvix, em seguida, inserimos o Swab com auxilio da pinga, o esfregamos no
endométrio e o mesmo foi retirado, protegido pela pinga para que ndao houvesse
contaminagdo. Logo apds a coleta, rolamos o swab numa lamina de vidro e deixamos secar
ao ar. Para a analise microscopica, realizamos a coloragdo de panotico Pappenheim ou
mesmo que pandtipo rapido, a qual nos permite identificar a presenga ou auséncia de
neutrofilos polimorfonucleares, que caracterizam a endometrite, estdgio inicial da

endometrose.
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4.8 ANALISE HISTOLOGICA DAS BIOPSIAS UTERINAS OBTIDAS ANTES E
DEPOIS DE 7, 21 E 61 DIAS DA INFUSAO DAS CELULAS TRONCO

Apos 7, 21 e 61 dias da infusdo das CT, foram obtidas novas bidpsias uterinas das
regides do corno esquerdo, corno direito e corpo uterino seguindo o mesmo protocolo
descrito anteriormente. Estas amostras foram lavadas em PBS, armazenadas em
paraformaldeido 10% e entdo processadas e incluidas em parafina. O tecido emblocado foi
cortado (5 pum) sobre laminas previamente silanizadas. Estes cortes foram lavados e
corados com Hematoxilina’Eosina e também Alcian Blue para entdo ser analisado o aspecto

morfolédgico do tecido endometrial, bem como das glandulas uterinas.

4.9 LOCALIZACAO DAS CELULAS TRONCO NAS BIOPSIAS UTERINAS

Para avaliar a capacidade das CT de enxertarem no endométrio, foi utilizado o
método de fluorescéncia direta. Uma vez que as células ja estavam marcadas com Vybrant
(FITC) antes do momento da infusdo, apenas foi pipetado, sobre as laminas previamente
preparadas, o meio de montagem especifico de imunofluorescéncia Vectashield com 4 6-
Diamidino-2-phenylindol (DAPI, Vector Laboratories, Burlingame, CA) para que as

mesmas fossem analisadas por microscopia confocal (LSM 410, Zeiss, Jena, Germany).
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5 RESUL TADOSE DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO, CULTURA E EXPANSAO DAS CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS
DE TECIDO ADIPOSO DE EQUINOS

As células do tecido adiposo de equinos foram isoladas com sucesso por meio do método
descrito anteriormente. Todas as amostras deram origem a células com aspecto de fibroblasto e
apos quatro dias em cultura ja podiam ser observadas as primeiras colonias de células. No quinto
dia, estas células foram tripsinizadas e uma parte foi criopreservada em passagem um (P1),
enquanto o restante foi novamente plaqueado em garrafas T75 visando a expansdo das mesmas.

(Descricao detalhada e imagens se encontram no Apéndice A).

52 CELL DOUBLING, DIFERENCIACOES OSTEOGENICA, ADIPOGENICA E
CONDROGENICA IN VITRO

A capacidade proliferativa das células isoladas foi estudada. Para isso, utilizamos o
método ja descrito anteriormente por Vidal et al. (2006), denominado curva de crescimento (ou
do inglés, cell doubling). Observamos uma rapida expansdo destas células, durante 20 repiques,
sem apresentar taxa significativa de senescéncia e também sem alteragdes morfologicas.

Visando caracterizar estas células quanto a sua origem mesodérmica, iniciamos 0s ensaios
de diferenciagdes. Osteogénese. A capacidade destas células de se diferenciarem para a linhagem
osteogénica foi comprovada, apds 21 dias de cultivo em todas as amostras, por meio da coloragao
de von Kossa e pela anélise de imunofluorescéncia utilizando anticorpos especificos. Cinco dias
ap6s a inducdo, pudemos observar uma significativa alteragdo morfoldgica das células em
cultura, que alteraram sua morfologia com aspecto de fibroblastos, para células semelhantes a
osteoblastos. Apds onze dias de diferenciagdo, observamos o inicio da mineralizagdo da matriz

extracelular e 0 mesmo se confirmou ap6s o termino do experimento, em maior quantidade. Nos
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controles, também realizados em duplicata, ndo observamos alteragdes na morfologia celular e
poucas células tiveram marcacdo positiva para von Kossa. Adipogénese. A capacidade das
células isoladas de se diferenciarem para a linhagem adipogénica foi comprovada, apds sete dias
de cultivo, também em todas as amostras, por meio da coloracdo Oil Red O. Quatro dias apos a
inducdo, pudemos observar uma significativa alteragdo morfologica das células em cultura, as
quais adiquiriram morfologia semelhante a adip6citos. Nos controles, também realizados em
duplicata, observamos pouca alteracdo da morfologia celular e nenhuma célula corou
positivamente para Oil Red O. Condrogénese. Em relagdo a diferenciagdo condrogénica,
comprovamos, por meio da coloragdo Azul de Toluidina e também pela expressao de marcadores
especificos, a capacidade das células tronco isoladas de se diferenciarem para condroblastos.
Apos 21 dias de cultivo, o pellet formado foi emblocado em parafina e cortado com o auxilio de
um microtomo. Algumas laminas foram coradas por Azul de Toluidina e pudemos observar a
formacdo de matriz extracelular de coldgeno. As demais laminas foram analisadas por
imunofluorescéncia e pudemos observar uma forte marcagdo para os anticorpos propostos. Os
controles foram as células indiferenciadas, também avaliadas por imunofluorescéncia, utilizando
0s mesmos anticorpos, € como esperado, nao observamos marcagdo (Descricdo detalhada e

imagens se encontram no Apéndice A).

5.3 CARIOTIPO

A analise das laminas obtidas demonstrou que as células tronco de tecido adiposo de
equinos apresentam cariotipo normal da espécie (2n=64 cromossomos). Esta caracteristica foi

observada mesmo ap0s sucessivas passagens (Figura 5).
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Figura 5 - Analise do caridtipo por coloracao de Giemsa. Objetiva=100X
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5.4 DIFERENCIACAO MIOGENICA

Complementando os ensaios de diferenciagao apos a publicagdo do trabalho cientifico,
verificamos que as células isoladas também sdo capazes de se diferenciar para células
musculares. Esta capacidade foi comprovada apds 30 dias de cultivo, por meio das analises de
imunofluorescéncia e aspecto morfologico (Figura 6). Dez dias apo6s a indugdo, observamos que
as células em cultura alteraram a sua morfologia fibroblastdide para células mais alongadas e
afiladas, sugerindo o inicio da diferenciagdo. Apds 30 dias de diferenciacdo, comprovamos que
estas células, organizadas semelhantemente a feixes musculares, eram positivas para anti-o-
actinina (Figura 7a) e anti-miosina (Figura 8a). Nao observamos, nos controles, alteracdes

morfologicas e nem marcagao positiva para os anticorpos propostos (Figuras 7 e 8b).

Figura 6 - Diferenciagdo Miogénica. Células tronco de tecido adiposo de equinos em cultura com

morfologia tipica de células musculares. Objetiva=20x
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Figura 7 - Diferenciagdo Miogénica. Analise de imunofluorescéncia mostrando que as células

diferenciadas apresentam marcacdo positiva para o anticorpo anti-o-actinina. Como
esperado, os controles ndo expressam marcagdo. Nucleos corados por DAPI em azul.

Objetiva=40x e 63x

Figura 8 - Diferenciagdo Miogénica. Analise de imunofluorescéncia mostrando que as células
diferenciadas apresentam marcagdo positiva para o anticorpo anti-miosina. Como esperado,

os controles ndo expressam marcagdo. Nucleos corados por DAPI em azul. Objetiva=63x
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5.5 DIFERENCIACAO NEUROGENICA

Por ultimo comprovamos que as células isoladas sdo capazes de se diferenciar para células
com morfologia tipica de neuronios. Esta capacidade foi demonstrada em todas as culturas, apos
10 dias de cultivo com meio indutor, por meio de analises morfoldgicas (Figuras 9 e 11) e de
imunofluorescéncia. Interessantemente, foi possivel observar estruturas semelhantes a sinapses,
sugerindo o estado funcional das células diferenciadas (Figura 10). Além disso, foi possivel
observar no mesmo cultivo a formagdo de estruturas semelhantes a neuroesferas (Figura 12). A
imunofluorescéncia revelou que tanto as células isoladas quanto os “clusters” de células foram
positivos para nestin, sendo que a neuroesfera teve marcagdo positiva no centro, enquanto nas
periferias esta marcacdo era gradativamente perdida, sugerindo a maturagdo e diferenciacao
destas células ao redor destas estruturas (Figura 13). A marcacdo positiva para GFAP confirmou
a presenca de células da glia em nossos cultivos (Figura 14). As nossas células diferenciadas
também foram positivas para p-tubulina III, marcador neuronal (Figura 15). Como esperado, os

controles ndo tiveram marcagao positiva para ambos os anticorpos (dados ndo apresentados).

Figura 9 - Diferenciagdo Neurogénica. Células em cultura demonstrando morfologia semelhante a

neurdnios. Objetiva=40x
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Figura 10 - Diferenciagdo Neurogénica. Células em cultura sugerindo, morfologicamente, a formagdo de

sinapse. Objetiva=63x

Figura 11 - Diferenciacdo Neurogénica. Células coradas por HematoxilinaEosina demonstrando

morfologia semelhante a neurénios. Objetiva=20x
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Figura 12 - Diferenciagdo Neurogénica. Células em cultura se diferenciaram para estrutura semelhante a

neuroesfera. Objetiva=40x

Figura 13 - Diferenciacdo Neurogénica. Imunofluorescéncia das estruturas semelhantes a neuroesferas. No
centro, expressdo de nestina (FITC, verde) e na periferia, nicleos corados (PI, vermelho).

Objetiva=40x e 63x
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Figura 14 - Diferenciacdo Neurogénica. Imunofluorescéncia das células com morfologia semelhante a
neurdnios, demonstrando a expressdo de GFAP. Nucleos corados por DAPI em azul.

Objetiva=20x

Figura 15 - Diferenciacdo Neurogénica. Imunofluorescéncia demonstrando a expressdo de B-tubulina III.

Nucleos corados por DAPI em azul. Objetiva=40x
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5.6 CELULAS TRONCO MARCADAS COM VYBRANT

Com o intuito de demonstrar o padrdo de marcacdo do Nanocristal fluorescente Vybrant
CFDA-SE CELL nas células tronco de tecido adiposo de equinos indiferenciadas, realizamos o
protocolo seguindo as instru¢des do fabricante. Como esperado, foi possivel observar em todas as

amostras, a marcagao verde, pontual tipica descrita na bula do produto (Figura 16).

Figura 16 - Células tronco indiferenciadas marcadas com Vybrant. Pode ser observado o padrio de

marcagdo pontual tipico. Nicleos corados por DAPI em azul. Objetiva=63x e 100x

5.7 ANALISE DO ENXERTO DAS CELULAS TRONCO NAS BIOPSIAS UTERINAS

Visando demonstrar que as células tronco t€ém capacidade de enxertar o tecido uterino das
¢guas estudadas, analisamos por fluorescéncia direta, a presenca destas células marcadas por
Viybrant, nas 1aminas obtidas das biopsias sete dias apés a infusdo das células tronco.

Observamos a presenca das células marcadas em todos os animais infundidos, bem como
em quase todas as amostras analisadas, ou seja, tanto nos cornos quanto no corpo uterino, com

excecdo da égua Amanda (Figuras 17-20), sugerindo que as células tronco infundidas ndo foram
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capazes de sobreviver no ambiente uterino deste animal, o utero estava em estiagio muito
avangado da doenca o que possivelmente impossibilitou o enxerto, bem como a divisdo das
células. Como esperado, nos animais infundidos apenas com solugao fisiologica (grupo controle),
nao observamos a presenga das células tronco em nenhuma das bidpsias analisadas (Figuras 21 e
22). Analisamos amostras do corpo uterino de todos os animais antes da infusdo das células e
também ndo observamos nenhum tipo de marcagdo semelhante a observada apds o experimento,

sendo possivel visualizar somente a autofluorescéncia do tecido (Figuras 23 a 28).

.

Figura 17 - Lobuna. Localizagdo das células tronco marcadas por Vybrant enxertadas no tecido uterino.

(A) Corpo uterino, (B) Corno direito e (C) Corno esquerdo. Nucleos corados por DAPI em
azul. Objetiva=60x

.

Figura 18 - Cumparsita. Localizagdo das células tronco marcadas por Vybrant enxertadas no tecido

uterino. (A) Corpo uterino, (B) Corno direito e (C) Corno esquerdo. Nucleos corados por

DAPI em azul. Objetiva=60x
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.

Figura 19 - Trairona. Localizagdo das células tronco marcadas por Vybrant enxertadas no tecido uterino.

(A) Corpo uterino, (B) Corno direito e (C) Corno esquerdo. Nucleos corados por DAPI em
azul. Objetiva=60x

.

Figura 20 - Amanda. Localizagdo das células tronco marcadas por Vybrant enxertadas no tecido uterino.

(A) Corpo uterino e (B) Corno direito, ndo observamos a presenga de células marcadas na

amostra do corno esquerdo. Nucleos corados por DAPI em azul. Objetiva=60x e 40x.
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.

Figura 21 - Ki-Rumba. Animal controle. Nao foi possivel observar a presenga das células marcadas no

tecido uterino. (A) Corpo uterino, (B) Corno direito ¢ (C) Corno esquerdo. Ntcleos corados

por DAPI em azul + contraste de fase. Objetiva=60x

.

Figura 22 - Czarina. Animal controle. Nao foi possivel observar a presenga das células marcadas no tecido

uterino. (A) Corpo uterino, (B) Corno direito e (C) Corno esquerdo. Nucleos corados por

DAPI em azul + contraste de fase. Objetiva=60x
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Figura 23 - Lobuna. Amostra do corpo uterino antes da infusdo das células. Nucleos corados por DAPI em

azul. Objetiva=63x

Figura 24 - Czarina. Amostra do corpo uterino antes da infusdo das células. Nucleos corados por DAPI em

azul. Objetiva=63x

Figura 25 - Ki-Rumba. Amostra do corpo uterino antes da infusdo das células. Nucleos corados por DAPI

em azul. Objetiva=63x
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Figura 26 - Cumparsita. Amostra do corpo uterino antes da infusdo das células. Nucleos corados por DAPI

em azul. Objetiva=63x

Figura 27 - Trairona. Amostra do corpo uterino antes da infusdo das células. Nucleos corados por DAPI

em azul. Objetiva=63x

Figura 28 - Amanda. Amostra do corpo uterino antes da infusdo das células. Nucleos corados por DAPI

em azul. Objetiva=63x
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5.8 ANALISE DAS CITOLOGIAS ENDOMETRIAIS

Os resultados das citologias endometriais estdo apresentados no quadro 1. Os animais ndo
apresentaram inflamagdo antes ou depois da coleta das biopsias endometriais, com excecao de
uma das éguas do grupo controle (Czarina), que ndo foi infundida com as células tronco.
Provavelmente, este episddio de contaminagdo ocorreu por conta das trés coletas (corno direito,
esquerdo e corpo uterino) realizadas ao mesmo tempo. Porém o sistema imunolégico do proprio
animal tratou deste caso, uma vez que no resultado da ultima coleta ndo foi mais observado o

processo inflamatorio.

Antes da infusdo 7 diasapoésa 21 diasaposa 61 diasapbs a
dasCTs infusdo infusdo infusdo
Lobuna - - - -

Cumparsita - - - -
Trairona - - - -
Amanda - - - -

Ki-Rumba
(Controle) - - - -
Czarina

(Controle) - + + -

Quadro 1 - Presenga (+) ou auséncia (-) de neutréfilos polimorfonucleares indicando a existéncia ou nao

de processo inflamatdrio (Endometrite)

5.9 ANALISE HISTOLOGICA DAS BIOPSIAS UTERINAS

Com o objetivo de avaliar o aspecto morfologico do tecido uterino das éguas estudadas,
realizamos analises histologicas através das coloragdes de Hematoxilina’Eosina e Alcian Blue nas
biopsias de sete, 21 ¢ 61 dias apds a infusdo das células tronco. Em relagdo a coloragdo de

Hematoxilina/Eosina, observamos uma melhora significativa, quando comparado as amostras de
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antes da infusdo (Figuras 29-34), tanto na organizacdo do tecido, como na morfologia das
glandulas uterinas das amostras de sete dias apods infusdo (Figuras 35-52). Esta melhora foi
confirmada, em maiores proporcdes, nas amostras de 21 (Figuras 53-70) e 61 dias (Figuras 71-
88), respectivamente. Sendo que quando analisadas as amostras de 61 dias, as glandulas uterinas
se apresentaram mais intumescidas € com aspecto mais arredondado e organizado, evolugdo nao
observada nos animais controles, nos quais os tecidos uterinos permaneceram semelhantes nas
amostras de 7, 21 e 61 dias apds o experimento. Resultados morfoldgicos semelhantes foram
observados através da coloracdo de Alcian Blue nos dias 7, 21 e 61 apds a infusdo das células
tronco (Figuras 89-112). Interessantemente, a égua Amanda, animal com grau de fibrose mais
avancado quando comparado aos demais animais, ndo demonstrou alteragdo no aspecto
mofologico, tanto do tecido quanto das glandulas uterinas, em nenhuma das biopsias analisadas
apos a infusdo das células tronco, o que nos leva a acreditar que determinados graus de fibrose
(estdgio muito avancado da endometrose) ndo respondem a este tratamento. Talvez o ambiente

seja totalmente desfavoravel para o enxerto, bem como para a proliferacao das células tronco.

HE - Antes da infusido

et

&.5";\*4.‘, ) I

Figura 29 - Lobuna. Coloragdo de Hematoxilina/Eosina na bidpsia do corpo uterino antes da infusdo das

células tronco. Objetiva=20x e 60x
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Figura 30 - Cumparsita. Coloracdo de Hematoxilina/Eosina na bidpsia do corpo uterino antes da infusdo

das células tronco. Objetiva=20x ¢ 60x

Figura 31 - Trairona. Coloragdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corpo uterino antes da infusdo das

células tronco. Objetiva=20x e 60x

Figura 32 - Amanda. Coloragéo de Hematoxilina/Eosina na bidpsia do corpo uterino antes da infusdo das

células tronco. Objetiva=20x e 60x
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Figura 33 - Ki-Rumba. Animal controle. Coloracdo de HematoxilinaEosina na biopsia do corpo uterino

antes do experimento. Objetiva=20x e 60x

Figura 34 - Czarina. Animal controle. Colora¢do de HematoxilinaEosina na bidpsia do corpo uterino antes

do experimento. Objetiva=20x e 60x
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HE - 7 dias apds infusio

Figura 35 - Lobuna. Coloracdo de Hematoxilina’/Eosina na bidpsia do corpo uterino, 7 dias apos a infusdo

das células tronco. Objetiva=20x e 60x

Figura 36 - Lobuna. Coloragdo de HematoxilinaEosina na bidpsia do corno uterino direito, 7 dias apos a

infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 60x

Figura 37 - Lobuna. Coloracdo de HematoxilinaEosina na bidpsia do corno uterino esquerdo, 7 dias apds

a infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 60x



73

Figura 38 - Cumparsita. Coloragdo de Hematoxilina’Eosina na biopsia do corpo uterino, 7 dias apos a

infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 60x

Figura 39 - Cumparsita. Coloragdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corno uterino direito, 7 dias apds

a infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 60x

Figura 40 - Cumparsita. Coloracdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corno uterino esquerdo, 7 dias

apos a infusdo das células tronco. Objetiva=20x ¢ 60x
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Figura 41 - Trairona. Colorag@o de Hematoxilina/Eosina na biopsia do corpo uterino, 7 dias apds a infusdo

das células tronco. Objetiva=20x ¢ 60x

Figura 42 - Trairona. Coloracdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corno uterino direito, 7 dias apos a

infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 60x

Figura 43 - Trairona. Coloracdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corno uterino esquerdo, 7 dias apds

a infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 60x
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Figura 44 - Amanda. Coloracdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corpo uterino, 7 dias apos a infusdo

das células tronco. Objetiva=20x

Figura 45 - Amanda. Coloragdo de Hematoxilina/Eosina na bidpsia do corno uterino direito, 7 dias apos a

infusdo das células tronco. Objetiva=20x

Figura 46 - Amanda. Coloragdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corno uterino esquerdo, 7 dias apos

a infusdo das células tronco. Objetiva=20x
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Figura 47 - Ki-Rumba. Animal controle. Coloragdo de Hematoxilina’Eosina na biopsia do corpo uterino, 7

dias apds o experimento. Objetiva=20x e 63x

Figura 48 - Ki-Rumba. Animal controle. Colora¢do de HematoxilinaEosina na bidpsia do corno uterino

direito, 7 dias apds o experimento. Objetiva=20x e 63x

Figura 49 - Ki-Rumba. Animal controle. Coloracdo de HematoxilinaEosina na bidpsia do corno uterino

esquerdo, 7 dias apds o experimento. Objetiva=20x e 63x
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Figura 50 - Czarina. Animal controle. Colora¢do de Hematoxilina/Eosina na bidpsia do corpo uterino, 7

dias apds o experimento. Objetiva=20x e 63x

Figura 51 - Czarina. Animal controle. Coloracdo de HematoxilinaEosina na bidpsia do corno uterino

direito, 7 dias apds o experimento. Objetiva=20x e 63x

Figura 52 - Czarina. Animal controle. Coloragdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corno uterino

esquerdo, 7 dias apds o experimento. Objetiva=20x e 63x
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HE - 21 dias apds infusdo

Figura 53 - Lobuna. Coloragdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corpo uterino, 21 dias ap6s a infusdo

das células tronco. Objetiva=20x e 63x

Figura 54 - Lobuna. Coloragdo de HematoxilinaEosina na bidpsia do corno uterino direito, 21 dias apos a

infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 63x

Figura 55 - Lobuna. Coloragdo de HematoxilinaEosina na bidpsia do corno uterino esquerdo, 21 dias apds

a infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 63x
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Figura 56 - Cumparsita. Coloragdo de HematoxilinaEosina na biopsia do corpo uterino, 21 dias apos a

infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 63x

Figura 57 - Cumparsita. Coloragdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corno uterino direito, 21 dias

apos a infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 63x

Figura 58 - Cumparsita. Coloracdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corno uterino esquerdo, 21 dias

apos a infusdo das células tronco. Objetiva=20x ¢ 63x
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Figura 59 - Trairona. Coloragdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corpo uterino, 21 dias apds a

infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 63x

Figura 60 - Trairona. Coloragdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corno uterino direito, 21 dias apds a

infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 63x

Figura 61 - Trairona. Coloracdo de HematoxilinaEosina na bidpsia do corno uterino esquerdo, 21 dias

apos a infusdo das células tronco. Objetiva=20x ¢ 63x
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Figura 62 - Amanda. Coloragdo de HematoxilinaEosina na biopsia do corpo uterino, 21 dias apds a

infusdo das células tronco. Objetiva=20x

Figura 63 - Amanda. Coloracdo de Hematoxilina/Eosina na bidpsia do corno uterino direito, 21 dias apds a

infusdo das células tronco. Objetiva=20x

Figura 64 - Amanda. Colora¢do de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corno uterino esquerdo, 21 dias

apos a infusdo das células tronco. Objetiva=20x
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Figura 65 - Ki-Rumba. Animal controle. Coloragdo de Hematoxilina/Eosina na bidpsia do corpo uterino,

21 dias apds o experimento. Objetiva=20x e 63x

Figura 66 - Ki-Rumba. Animal controle. Colora¢do de HematoxilinaEosina na bidpsia do corno uterino

direito, 21 dias apo6s o experimento. Objetiva=20x e 63x

Figura 67 - Ki-Rumba. Animal controle. Coloracdo de HematoxilinaEosina na bidpsia do corno uterino

esquerdo, 21 dias apos o experimento. Objetiva=20x ¢ 63x
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Figura 68 - Czarina. Animal controle. Coloragdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corpo uterino, 21

dias apds o experimento. Objetiva=20x e 63x

Figura 69 - Czarina. Animal controle. Coloracdo de HematoxilinaEosina na bidpsia do corno uterino

direito, 21 dias apds o experimento. Objetiva=20x ¢ 63x

Figura 70 - Czarina. Animal controle. Coloragdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corno uterino

esquerdo, 21 dias apds o experimento. Objetiva=20x ¢ 63x
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HE - 61 dias apds infusdo

Figura 71 - Lobuna. Colorag@o de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corpo uterino, 61 dias ap6s a infusdo

das células tronco. Objetiva=20x e 63x

Figura 72 - Lobuna. Coloragdo de HematoxilinaEosina na bidpsia do corno uterino direito, 61 dias apos a

infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 63x

Figura 73 - Lobuna. Colora¢do de HematoxilinaEosina na bidpsia do corno uterino esquerdo, 61 dias apds

a infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 63x
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Figura 74 - Cumparsita. Coloragdo de HematoxilinaEosina na biopsia do corpo uterino, 61 dias apos a

infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 63x

Figura 75 - Cumparsita. Coloragdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corno uterino direito, 61 dias

apos a infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 63x

Figura 76 - Cumparsita. Coloragdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corno uterino esquerdo, 61 dias

apos a infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 63x
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Figura 77 - Trairona. Coloracdo de HematoxilinaEosina na biopsia do corpo uterino, 61 dias apds a

infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 63x

Figura 78 - Trairona. Coloragdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corno uterino direito, 61 dias apds a

infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 63x

Figura 79 - Trairona. Coloragdo de HematoxilinaEosina na bidpsia do corno uterino esquerdo, 61 dias

apos a infusdo das células tronco. Objetiva=20x e 63x
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Figura 80 - Amanda. Coloragdo de HematoxilinaEosina na bidpsia do corpo uterino, 61 dias apds a

infusdo das células tronco. Objetiva=20x

Figura 81 - Amanda. Coloracdo de Hematoxilina’Eosina na biopsia do corno uterino direito, 61 dias apds a

infusdo das células tronco. Objetiva=20x

Figura 82 - Amanda. Coloragdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corno uterino esquerdo, 61 dias

apos a infusdo das células tronco. Objetiva=20x
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Figura 83 - Ki-Rumba. Animal controle. Coloragdo de Hematoxilina’Eosina na bidpsia do corpo uterino,

61 dias apos o experimento. Objetiva=20x ¢ 63x

Figura 84 - Ki-Rumba. Animal controle. Colora¢do de HematoxilinaEosina na bidpsia do corno uterino

direito, 61 dias apos o experimento. Objetiva=20x e 63x

Figura 85 - Ki-Rumba. Animal controle. Colora¢do de HematoxilinaEosina na bidpsia do corno uterino

esquerdo, 61 dias apos o experimento. Objetiva=20x e 63x
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Figura 86 - Czarina. Animal controle. Coloragdo de Hematoxilina/Eosina na biopsia do corpo uterino, 61

dias apds o experimento. Objetiva=20x e 63x

Figura 87 - Czarina. Animal controle. Coloracdo de HematoxilinaEosina na bidpsia do corno uterino

direito, 61 dias apds o experimento. Objetiva=20x ¢ 63x

Figura 88 - Czarina. Animal controle. Coloracdo de HematoxilinaEosina na bidpsia do corno uterino

esquerdo, 61 dias apds o experimento. Objetiva=20x e 63x
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Alcian Blue - Antes da infusio

Figura 89 - Lobuna. Coloragdo de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino antes da infusdo das células

tronco. Objetiva=20x

Figura 90 - Cumparsita. Colorag@o de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino antes da infusao das células

tronco. Objetiva=20x

Figura 91 - Trairona. Colora¢do de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino antes da infusdo das células

tronco. Objetiva=20x
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Figura 92 - Amanda. Coloragdo de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino antes da infusdo das células

tronco. Objetiva=20x

Figura 93 - Ki-Rumba. Animal controle. Coloragdo de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino antes do

experimento. Objetiva=20x

Figura 94 - Czarina. Animal controle. Coloracdo de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino antes do

experimento. Objetiva=20x
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Alcian Blue - 7 dias apds infusio

Figura 95 - Lobuna. Coloragdo de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino, 7 dias apo6s a infusdo das

células tronco. Objetiva=20x

Figura 96 - Cumparsita. Coloragdo de Alcian Blue na biopsia do corpo uterino, 7 dias apos a infusdo das

células tronco. Objetiva=20x

Figura 97 - Trairona. Coloragdo de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino, 7 dias apds a infusdo das

células tronco. Objetiva=20x
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Figura 98 - Amanda. Coloracdo de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino, 7 dias apds a infusdo das

células tronco. Objetiva=20x

Figura 99 - Ki-Rumba. Animal controle. Coloragdo de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino, 7 dias

apos o experimento. Objetiva=20x

Figura 100 - Czarina. Animal controle. Coloragdo de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino, 7 dias apds

o experimento. Objetiva=20x
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Alcian Blue - 21 dias apés infusio

Figura 101 - Lobuna. Coloragdo de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino, 21 dias apos a infusdo das

células tronco. Objetiva=20x

Figura 102. Cumparsita. Colorag@o de Alcian Blue na biopsia do corpo uterino, 21 dias ap6s a infusdo das

células tronco. Objetiva=20x

Figura 103 - Trairona. Colora¢do de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino, 21 dias apds a infusdo das

células tronco. Objetiva=20x
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Figura 104 - Amanda. Coloragdo de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino, 21 dias apds a infusdo das

células tronco. Objetiva=20x

Figura 105 - Ki-Rumba. Animal controle. Colora¢do de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino, 21 dias

apos o experimento. Objetiva=20x

Figura 106 - Czarina. Animal controle. Coloracdo de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino, 21 dias

apos o experimento. Objetiva=20x
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Alcian Blue - 61 dias apés infusio

Figura 107 - Lobuna. Coloragdo de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino, 61 dias ap6s a infusdo das

células tronco. Objetiva=20x

Figura 108 - Cumparsita. Coloragdo de Alcian Blue na biopsia do corpo uterino, 61 dias apos a infusdo

das células tronco. Objetiva=20x

Figura 109 - Trairona. Colora¢do de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino, 61 dias apds a infusdo das

células tronco. Objetiva=20x
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Figura 110 - Amanda. Coloragdo de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino, 61 dias apds a infusdo das

células tronco. Objetiva=20x

Figura 111 - Ki-Rumba. Animal controle. Colora¢do de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino, 61 dias

apos o experimento. Objetiva=20x

Figura 112 - Czarina. Animal controle. Coloragdo de Alcian Blue na bidpsia do corpo uterino, 61 dias

apos o experimento. Objetiva=20x
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6 CONCLUSOES

Atraveés do presente trabaho, foi possivel concluir:

1. Dando continuidade a caracterizagdo das CT de tecido adiposo de equinos estabel ecidas pelo
nosso grupo, demonstramos que as mesmas apresentam caracteristicas semelhantes as CT

multipotentes,

2. As seis éguas utilizadas no presente trabalho ndo apresentaram inflamac&o uterina antes ou
apos a infusdo das CT, pois as mesmas hdo estavam mais no estagio de endometrite, e sim, em
um grau mais avancado de endometrose, portanto, o efeito anti-inflamatério das CT n&o poderia

ser avaliado;

3. As CT de tecido adiposo de equinos tém capacidade de enxertar e se proliferar no tecido

uterino de éguas afetadas pela endometrose;

4. Em estagios avancados da doenca (degenerativo crénico) ndo observamos a presenca das CT
marcadas. Este dado sugere que o0 estado degenerativo do tecido ndo é um ambiente propicio para

o enxerto e aproliferacdo das CT,;

5. As andlises histol6gicas demonstraram que 0 aspecto morfoldgico e a organizacéo do tecido,
bem como, das glandulas uterinas, melhoraram significativamente apés a infusdo das CT. Este
resultado foi observado progressivamente ao longo dos dias (ap6s 21 e 61 dias da infusdo das

células);

6. No tecido periglandular fibroso, caracteristico da endometrose, observamos uma diminuic¢éo
no processo de fibrose apos ainfusdo das CT. Nas amostras analisadas antes da infusdo, o tecido
Se apresentou caoticamente desorganizado, e apds a infusdo 0 mesmo comegou a Se re organizar.
Esta caracteristica foi observada de maneira progressiva ao longo dos dias (apos 21 e 61 dias da

infusdo das células);
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7. As andlises de citologia demonstraram que ndo houve inflamagdo do tecido uterino antes ou
apos a infusdo das células, sugerindo que ndo ha deteccdo de resposta imunol6gica nos animais

que receberam as CT.

Assim, nossos dados sugerem que existem beneficios na utilizacdo de células tronco de
tecido adiposo de equinos no tratamento do tecido uterino acometido pela endometrose, que

clinicamente sb poderdo ser validados apds a prenhez dos animais.
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ABSTRACT

In horses, stem cell therapies are a promising tool to the treatment of many injuries, which are
common consequences of athletic endeavor, resulting in high morbidity and often compromising
the performance. In spite of many advantages, the isolation of stem cells similar to human, from
equine adipose tissue, occurred only recently. The aim of this study was to isolate equine adipose
tissue derived progenitor cells (eAT-PC), to characterize their proliferative potential and to study
their differentiation capacity before and after cryopreservation. The cells, isolated from horse
adipose tissue, presented similar fibroblast-like cell morphology in vitro. Their proliferation rate
was evaluated during 63 days (23 passages) before and after cryopreservation. After the induction
of osteogenic differentiation, von Kossa staining, as well as, positive immunostaining studies,
revealed the formation of calcified extracellular matrix confirming the osteogenic potential of
these cells. Adipogenic differentiation was induced using two protocols: routine and other one
developed by us, while our protocol requires a shorter time: Oil Red O staining revealed
significant accumulation of lipid droplets after 7 days. Chondrogenic differentiation was
observed after 21 days of induced pellet culture, as evidenced by histological (Toluidine blue)

and immunohystochemistry studies. Our data demonstrate that eAT-PC can be easily isolated and
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successfully expanded in vitro, while presenting significant proliferating rate. These cells can be
maintained undifferentiated in vitro and can efficiently undergo differentiation at least into
mesodermal derivates. These eAT-PC properties were preserved even after cryopreservation. Our
findings classify eAT-PC as a promising type of progenitor cells, which can be applied in
different cell therapies in equines.

Key words: equine adipose tissue, progenitor cells, mesodermal derivates, proliferative potential,

cryopreservation
INTRODUCTION

Adult stem cells (ASC) are undifferentiated cells with self-renewal capacity, which have
the ability to differentiate toward multiple cell lineages. These cells can be isolated from many
tissues, for example, bone marrow’, liverz, dental pulp3’4, pancreas5 , retina®’ and adipose tissue,
as well®. Several publications evidenced that ASC reintroduced in the organism were capable to
restore a tissue and its function, making it useful for tissue regeneration and further application in
regenerative medicine’ ",

In horses, ASC therapies are a promising tool to the treatment of many illnesses, such as
arthritis, tendon lesion and suspensory ligament rupture, since these injuries are common
consequences of athletic endeavor, resulting in high morbidity and often compromising the return

12-14
to the same performance

. First, equine mesenchymal stem cells (eMSC) were isolated from
bone marrow and were used to treat tendon lesion in equines, showing promising results,
especially in the quality of the regenerated tissue'. Later, Koerner et al.'® isolated equine
peripheral blood-derived progenitor’s (ePBP) cells and compared them with eMSC. They found
that eMSC had a higher proliferative potential and differentiation capacity in vitro, than ¢ePBP
cells. Independently, other group analyzed the growth characteristics and differentiation capacity
of equine bone marrow (BM)-derived mesenchymal stem cells (MSC) towards osteogenic and
adipogenic lineages in vitro, showing similar results'’.

Several studies showed that human adipose tissue is a source of multipotent MSC, which
can be successfully expanded ex vivo™'*!'*% Recently, it has been demonstrated the isolation of

equine adipose tissue-derived stromal cells (eASC)*', which evaluated in vitro growth rate and

showed the osteogenic and adipogenic potential of these cells.



111

Extending the previous finding and aiming at establishing a cell bank for further
therapeutic applications in equines, the goal of our study was to isolate equine adipose tissue-
derived progenitor cells (eAT-PC) and to evaluate their proliferative potential and differentiation
capacity into osteogenic, chondrogenic, as well as adipogenic lineages before freezing and after

thawing.

MATERIALSAND METHODS

Adipose Tissue Harvest

All studies were approved by the ethical committee of the School of Veterinary Medicine
and Animal Science from University of Sao Paulo. The adipose tissue was collected from 10
horses with weights between 214 and 392 Kg, aged from 4 to 26 years old. Horses were sedated
with SEDAZINE® 0.8 mg/kg intravenously, the area over adipose tissue collection was
aseptically prepared and anesthesia was applied by local infiltration of 2% lidocaine. The tissue
was collected from both dorsal-lateral region of the middle portion of the neck, beneath the
horsehair origin and from lateral region of the tail origin, close to the semitendinosus muscle. The
incision of 2-3 cm was made and pieces of fat in size of 1.5 cm’ were obtained, followed by
several washes of phosphate-buffered saline (PBS) 0.01M, pH 7.4, in order to remove
hematopoietic cells. The subcutaneous tissue was closed with simple continuous suture (Vycril®

2.0) and the skin was closed with cruciate suture (Nylon® 2.0).

eAT-PC Isolation Method

Adipose tissues were dissected in grain sized pieces, digested at 37°C for 30 minutes with
0.075% collagenase (Type 1V, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and mixed. Subsequently, basal
culture medium containing Dulbecco’s modified Eagle’s medium-high glucose (DMEM-HG,
Invitrogen), 15% fetal bovine serum (FBS, HyClone, Logan, Utah, USA), 1% antibiotic solution
(Penicillin G -10.00U/ml, Amphotericin b — 25ug/ml, Streptomicin — 10.000ug/ml , 1% L -
Glutamine — 200mM and 1% MEM Non-Essential Amino Acids (MEM NEAA, all reagents
from Invitrogen), was added and the sample was centrifuged at 1000 rpm for 5 minutes. To
complete progenitor cells isolation from primary adipocytes, the sample was briefly agitated and

washed twice in PBS followed by centrifugation. Finally, a pellet was ressuspended in DMEM-
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HG containing 15% FBS and 1% antibiotic solution and a supernatant composed of oil and
primary adipocytes was removed after centrifugation. The cell suspension, obtained from the
pellet, which was composed of a stromal fraction of adipose tissue, was seeded at a density of 10°
cell/em” in culture wells 35 mm (Corning® Inc., Corning, NY, USA), using 2.5 ml of basal
culture medium. After 24 hours, the culture was washed 3 times with PBS to remove residual non
adherent cells. The cells were cultivated until they reached subconfluence before trypsinization
(0.25% trypsin, Invitrogen). At this point, some of the cells were cryopreserved and the rest was
expanded. During subsequent passages, the cells were seeded at a density of 10° cells/cm” in T25
flasks (Corning™) and maintained semi-confluent (~70-80%), in order to prevent their
differentiation. They were replaced every 2-3 days and the culture medium was changed daily.
The cells were incubated at 37 C in a 5% CO, humidified incubator.

eAT-PC were successfully isolated from 10 horses, while 3 of the cell strains, from

unrelated animals, were used for further characterization.

Cell freezing and thawing

Cells were frozen and thawed according to routine protocol previously described by
Kerkis et al.*. eAT-PC were frozen in a medium containing 20% FBS, 70% DMEM-HG and 10%
dimethylsulfoxide (Sigma, St. Louis, Mo., USA) at a density of 5x10° cells/ml, and the
temperature was slowly and gradually decreased at a rate of 1°C per minute until a final
temperature of -70°C was reached. Thereafter, cells were transferred to liquid nitrogen. For
thawing, cryo-vials with eAT-PC were placed into a 37°C water bath for 2 minutes and washed
twice in 20% FBS and 70% DMEM-HG. Finally, the cells were seeded into T25 flasks using

basal culture medium.

Cdll growth rate

Cell growth rate was evaluated as described by Caplan®. The cells from three horses
(names as CV-1, CV-2 and CV-3) were plated in T25 culture flasks using basal medium and
incubated for 4 days until they reached semi-confluence. At this point, eAT-PC (passage 2, P2)
were counted with a Neubauer chamber and seeded at a density of 10° cell/cm’ into new T25
culture flasks. For the subsequent passages (P3 — P23), cells were grown for 3 days before

trypsinization, in duplicate for each passage, counted and seeded into new T25 culture flasks. For
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each eAT-PC strain (CV-1, CV-2 and CV-3), not only before but also after cryopreservation, the
cells were counted and these values were put in a table (data not shown). After noted the number
of the cells, with their corresponding passages and days of trypsinization, the average of all eAT-

PC strain was taken and these values were used to build the graphic of cell growth rate.

eAT-PC differentiation assays

All differentiation assays (osteogenic, chondrogenic and adipogenic) were performed in
triplicate and at least in three separate experiments using CV-1, CV-2 and CV-3. All
differentiation experiments were performed before cryopreservation using cells at P7, and those
after thawing, at P8 or P9.

The control culture medium used for each differentiation assays were the same (here
named as basal culture medium), except for the osteogenic control medium which was

supplemented with ascorbate-2-phosphate and p-glycerolphosphate (both from Sigma).

Osteogenic differentiation

The differentiation was induced by culturing eAT-PC in osteogenic medium for 21 days
and examined for extra cellular matrix calcification by von Kossa staining as previously
described by Zuk et al.®. To promote osteogenic differentiation, 5x10° cells/well were seeded into
6-well plates (Corning™) in DMEM low glucose (DMEM-LG, Invitrogen) and 2% Knockout
Serum Replacement (KSR, Invitrogen) to produce subconfluent monolayer culture. After 24
hours, this medium was replaced by the same medium containing osteogenic supplements: 50uM
ascorbate-2-phosphate and 0.1nM dexamethasone (Sigma). The medium was replaced every
three days. At the day 10 of differentiation, the osteogenic medium was supplemented with
10mM B-glycerolphosphate. After 21 days, the cells were washed twice with PBS and fixed for
24 hours in 4% paraformaldehyde at 4°C. At the next day, von Kossa staining was performed.

Adipogenic differentiation

Two different protocols were used at the present work: one developed by our group and
other, routine protocol, described previously by Zuk et al.®. According to our protocol, the cells
were seeded in triplicate in 6-well plates at a density of 5x10° cells/well and cultured as

monolayer for 72 hours in basal medium. To induce adipogenic differentiation, we used DMEM-
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HG culture medium supplemented with 2% KSR, IuM dexamethasone, 100uM indomethacin
(Sigma), 0.5mM 1-methyl-3-isobutyxanthine (Sigma), 10pg/ml insulin (Sigma) and 1% antibiotic
solution. At days 4 and 7 of differentiation, the cells were washed and fixed as described above.
On the next day, Oil Red O staining was performed in order to detect intracellular lipid

accumulation.

Chondrogenic differentiation

The differentiation was performed using pellet culture technique previously described by
Johnstone et al.”. Briefly, for the preparation of each pellet, CV-1, CV-2 and CV-3 of passage 5
were trypsinized, counted and ressuspended in chondrogenic culture medium containing DMEM-
HG supplemented with 6.25ug/ml insulin, 6.2ug/ml transferin, 6.25ug/ml selenous acid,
5.33ug/ml linoleic acid (ITS, Premix, BD, USA), 0.1uM dexamethasone, ImM sodium pyruvate
(Invitrogen), 50ug/ml ascorbate-2-phosphate and with and without 0.1% TGFp1 (R&D System,
LGC Biotechnology, SP, Brazil). Aliquots of 4x10° cells were spun down at 1667 rpm in 15 ml
tube. Pellets were divided into 2 experimental groups (chondrogenic and basal culture medium).
The cells were maintained at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO,, for 21 days, by
changing the chondrogenic culture medium everyday. Further, cells aggregates were embedded in
paraffin and sections were stained with Toluidine blue (Sigma). The cells in the monolayer

culture were also used as a control.

[ mmunohistochemistry

Immunohistochemistry (IH) was performed using mouse anti-human chondroitin sulphate
proteoglycan (aggrecan),and mouse anti-chicken collagen type II monoclonal antibodies
(Chemicon, Temecula, CA, USA). Besides, it was used rabbit anti-human bone sialoprotein II
polyclonal antibody, from Chemicon, Temecula, CA, USA, as well as anti-osteocalcin (LF-32)
kindly provided by Dr. Larry Fisher, NIH. IH analisys was performed according to protocol of
Kerkis et al.”. For IH analysis, cell differentiated in monolayer or pellet culture (chondrogenic
differentiation) were embedded in Jung Tissue Freezing Medium (Leica Mycrosystems Nussloch
GmbH, Nussilosh, Germany) and frozen in liquid nitrogen, while undifferentiated eAT-PC in

monolayer culture, incubated in basal medium, used as a control, were grown on coverslips. The
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frozen sections from pellet culture and eAT-PC in monolayer culture, were washed twice in rinse
buffer (TBS) (20mM Tris-HCI, pH 7.4, 0.15M NaCl, 0.05% Tween-20), fixed with cold 4%
paraformaldehyde for 20 minutes and washed twice in TBS. For permeabilization, 0.1% Triton
(Sigma) was used. After blocking with 5% bovine serum albumin (Sigma), the sections and cells
(control) were incubated with primary antibodies for 1 hour at room temperature at dilutions
1:100 for aggrecan and collagen type II, while 1:1000 for bone-sialoprotein and LF-32. After
washing three times in TBS, Cy3-labeled anti-mouse and FITC-labeled anti-rabbit secondary
antibodies (Chemicon) were added for 1 hour at 1:500 dilutions. The primary antibody was
omitted from some slides to provide a negative control (data not shown). Microscope slides were
mounted in Vectashield mounting medium with 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI, Vector
Laboratories, Burlingame, CA) and analyzed under confocal microscopy with an argon laser set
at 543 nm for Cy3 and at 488 nm for FITC excitation. The emitted light was filtered with 560 nm
(Cy3) and 505 nm (FITC) long pass filter in a laser scan microscope (LSM 410, Zeiss, Jena,
Germany). Laser was calibrated before each experiment and photo-multiplier gain and laser

power were kept constant throughout each experiment.

RESULTS

In vitro eAT-PC isolation and expansion

The eAT-PC were isolated following previously described protocol”' and the first cells
were observed 4 days after plating. At the point, when achieved semi-confluence (P1), the cells
were further expanded. All eAT-PC (CV-1, CV-2 and CV-3), obtained from 3 different horses,
present fibroblast-like cell morphology, which was preserved even after cryopreservation at early

and late passages (Figure 1 A, B).

Cdll growth rate

The proliferative capacity of CV-1, CV-2 and CV-3 was analyzed during 63 days
corresponding to 23 passages. In both experiments, before freezing and after thawing, the
counting started at P2 and the cells presented constant growth rate during 30 days (P12). After
thawing, they showed proliferative rate decline at day 30 (P12), while those, which were not

submitted to cryopreservation presented it later, at day 39 (P15) (Figure 2).
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Figure 1. Morphology of e¢AT-PC. (A,B) Representative images of eAT-PC after
cryopreservation, at early passage (P2) and at late passage (P20). Phase Contrast. Scale Bars:
A,B=20um.
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Figure 2. Representative graphic showing proliferating potential of eAT-PC cells during 63 days
(23 passages) was built up using calculations based on Neubauer-counting chamber. After
thawing, significant decline of eAT-PC proliferation was observed at day 30 (P12), while those,
which were not submitted to cryopreservation, presented it later at day 39 (P15). Each black bar

(1) in all points of the graphic represent the standard deviation.

Osteogenic differentiation

Following induction of osteogenic differentiation, the formation of an initial
mineralization of extracellular matrix was evidenced even without any staining at day 11 (Figure
3 A), which became stronger at day 21, when the major part of the cells was mineralized (Figure
3 B). Such changes were not observed in control culture after 21 days (Figure 3 C). The
differentiated eAT-PC presented positive von Kossa staining (Figure 3 D-F). Figure 3 G, H
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demonstrate the overview of osteogenic differentiation observed at day 21 in eAT-PC before
(Figure 3 G) and after thawing (Figure 3 H). Note that experimental wells (upper), with
osteogenic differentiation of eAT-PC (von Kossa staining) before cryopreservation, showed
multiple focuses of mineralization and a few of such focuses can also be observed in control ones
(down) (Figure 3 G), In contrast, eAT-PC induced to osteogenic differentiation after thawing
(upper), did not present any evidence of mineralization in control cultures (down) (Figure 3 H).
Additionally, osteogenic differentiation was confirmed using specific anti-bodies: osteocalcin,
which is a noncollagenous protein found in bone and dentin, as well as bone sialoprotein I (BSP
IT), which is a component of mineralized tissues such as bone, dentin, cementum and calcified
cartilage. Both antibodies reacted positively with differentiated eAT-PC (Figure 3 I, K), while
undifferentiated cells did not present any labeling (Figure 3 J,L).
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Figure 3

Figure 3. Representative image of osteogenic differentiation induced in eAT-PC before (A-C,G)
and after (D-F,H) cryopreservation. (A) Initial mineralization of extracellular matrix observed in
eAT-PC (without any type of staining) after 11 days of differentiation. (B) Strong mineralization
observed in eAT-PC after 21 days. (C) The cells cultured (21 days) in control osteogenic medium
did not present any signs of mineralization. Von Kossa staining revealed calcified extracellular
matrix (arrows) in eAT-PC cultured in osteogenic medium: (D) at day 11 and (E) at day 21. (F)
Control culture (21 days) remained von Kossa negative. (G,H) Overview of osteogenic
differentiation observed at day 21 in two experimental (upper) and two control (down) wells
before (G) and after (H) cryopreservation. Positive immunostaining (green) was observed in
eAT-PC after induction of osteogenic differentiation (10 days) with anti-osteocalcin LF-32 (1)

and anti-bone sialoprotein II (K) antibodies (both after cryopreservation). Control,
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undifferentiated eAT-PC, did not react with both antibodies (J,L). Phase Contrast (A-H).
Confocal microscopy: Fluorescent microscopy (I,K). Fluorescent microscopy + Differential

interference contrast (J,L). Scale Bars: A,B,D-F=50um; C=40um, |-L=50pum.

Adipogenic differentiation

After induction of adipogenic differentiation before cryopreservation, the cell morphology
was changed in 24 hours from the elongated fibroblastic cells to oval-shaped cells (data not
shown). Following 4 days of differentiation, the vacuoles in cell cytoplasm, which stained
positively by Oil Red O, were observed (Figure 4 A). At the day 7, an increasing number of the
cells presented a great number of these vacuoles (Figure 4 B), while in the control culture a few
cells altered their morphology and none of them were positive for Oil Red O staining after 7 days
(Figure 4 C). Similar results were obtained in adipogenic differentiation after cryopreservation

(Figure 4 D-F).

Chondrogenic differentiation

Pellet culture of eAT-PC was used to induce chondrogenic differentiation. The potential
of eAT-PC to differentiate before and after cryopreservation along the chondrogenic lineage was
characterized 21 days after the induction by the staining of extracellular cartilage matrix
proteoglycans, which showed intensive Toluidine blue positive staining (Figure 4 G-H). Type 11
collagen, as the crucial component of extracellular cartilage matrix, and cartilage proteoglycans
(aggrecan), were identified by immunohistochemistry in pellet culture after thawing (Figure 4 I,
J), respectively, while undifferentiated cells, which were used as control, did not react positively
with these antibodies (Figure 4 Insets in I, J). Positive immunostaining for type II collagen and
aggrecan was similarly observed in differentiated eAT-PC in pellet culture before

cryopreservation (data not shown).



120

Figure 4

Figure 4. Representative image of adipogenic differentiation induced in eAT-PC before (A-C)
and after (D-F) cryopreservation. Oil Red O staining showed accumulation of lipid-filled droplets
(arrows) within the differentiated eAT-PC cultured in adipogenic medium during 4 (A) and 7 (B)
days. Inset in (B) shows details of Oil Red O staining. (C) Control culture, 7 days after growing
in basal culture medium. No Oil Red O staining has been observed. (D,E) Same as in (A,B)
observed after cryopreservation. (F) Same as in (C) after thawing. Representative image of
chondrogenic differentiation induced with TGFB1 (G-J). Positive Toluidine blue staining
observed in pellet culture of eAT-PC before (G) and after (H) cryopreservation. Positive
immunostaining (red) with anti-chondroitin sulphate proteoglycan (aggrecan) (I) and anti-
collagen Type II (J) antibodies (both after cryopreservation). Insets in I and J, monolayer culture
of eAT-PC used as a control did not present any fluorescent signal. Nuclei stained with DAPI
(blue). I,J and Insets=Confocal microscopy: Fluorescent microscopy + Differential interference

contrast. Scale bars: A-F=20um; G,H=100um; |,J and Insets=10um.
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DISCUSSION

Several publications demonstrated that adipose tissue is a promising easily harvesting

8.18,19.2021 'ywe showed that the isolation and in

source of stem cells for therapies and cell banking
vitro expansion of eAT-PC occurred in primary cultures, corresponding to fibroblast-like cells
morphology and without any kind of complications, once we established the cells from adipose
tissue of all animals used in the present work. According to Vidal et al.*!, eASC isolated by his
group presented a continuous growing until P10. Aiming at the potential therapeutic use of eAT-
PC in veterinary medicine, we analyzed their growth rate during more then 23 passages. We did
not observe significant changes in growth rate of eAT-PC until P15 and P12 before and after
cryopreservation, respectively. This makes reasonable banking of eAT-PC, however, further
characterization is needed in order to demonstrate their therapeutic potential. Thus, based on
growth rate of these cells, we decided to classify them as progenitor cells, while their self-
renewing potential seems to be limited.

Recently, it has been reported the isolation of progenitor cells from equine peripheral
blood. The advantage of obtaining stem cells from peripheral blood is a safe and virtually pain-
free method, however, Koerner et al.'® confirmed that the number of stem cells obtained in this
procedure, is reduced. They also showed that these cells present a low proliferative capacity and
rate of viability either (approximately 50%) after cryopreservation, although other research group
reported, that they presented multilineage differentiation potential under appropriate conditions™*.
In contrast, equine BM-derived MSC presented a high proliferative capacity, as well as cell
viability even after cryopreservation (approximately 90%), which, however, decline when
isolated from the tissues of the increased aged horse'®'”**. Our data indicate that eAT-PC present
similar proliferate capacity when compared to equine BM-derived MSC.

We demonstrated that eAT-PC also showed differentiation potential similar to equine
BM-derived MSC towards mesodermal derivates. In addition, this potential of eAT-PC was
preserved in different experiments performed before and after cryopreservation, as confirmed by
histochemical and immunohistochemical staining. Adipogenic differentiation of eAT-PC using
modified protocol, as described at the present work, can occur at the time apparently shorter than
those described previously®'. Several eAT-PC accumulate lipid droplets in cytoplasm within 4

days, and at day 7 of adipogenic differentiation, the majority of the cells present numerous lipid
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droplets in the cytoplasm, while according to Vidal et al.?' this occurs only after 10 days.
Furthermore, in contrast to this aforementioned work, it was not necessary the addition of rabbit
serum to achieve any reliable adipogenesis or fat droplets accumulation. In addition, we showed
for the first time, that eAT-PC were capable to undergo chondrogenic differentiation in pellet
culture. Similar to equine BM-derived MSC, TGFB1 was not required for chondrogenic
differentiation'®. Moreover, the formation of high-density micromass cultures (pellets) occurred
only in the chondrogenic induction medium and not in basal one. Chondrogenic differentiation
failed to occur in monolayer culture of eAT-PC even under appropriate conditions. Consequently,
as control, undifferentiated eAT-PC in monolayer culture was used, which did not present
positive Toluidine blue (data not shown) or IH staining, using anti-chondroitin sulphate
proteoglycan (aggrecan) or anti-collagen Type II antibodies. Osteogenic differentiation was
confirmed by the extracellular matrix mineralization and also by the presence of nodules positive
stained by von Kossa as well as by positive immunostaining with anti-osteocalcin and anti-bone
sialoprotein II antibodies. Although eAT-PC before cryopreservation showed the presence of
some focus of mineralization in control cultures, the differentiation observed in experimental
cultures was much more efficient. These results suggest that undifferentiated eAT-PC culture
before cryopresenvation contains several osteogenic precursor cells, which can undergo
osteogenic differentiation even in basal medium. This hypothesis seems to be real, because the
cells after thawing did not present signals of differentiation in control culture, suggesting that
committed cells (osteogenic precursors) were eliminated during the process of cryopreservation.
However, this hypothesis needs further investigation.

Currently, differentiation assays are used in order to characterize equine progenitor cells
and MSC, since no specific markers have been proposed for these cells'®'”*'2®. We verify the
expression of human MSC markers, such as CD29, CD31, CD34, CD45, CD117 and STRO-1 in
eAT-PC and in human MSC, as a positive control, using flow cytometry analysis. Although we
did not present here our results, no reactivity was observed between these markers and eAT-PC,
while human MSC, as expected, showed positive immunostaining. It is noteworthy to highlight
that previous publications showed positive reaction of human stem cells markers with equine
umbilical cord-derived matrix cells and umbilical cord derived stem cell population’”*®. Such
discrepancy with our result can be explained by the fact that eAT-PC were isolated from adipose

tissue of adult horses, while those of umbilical cord from fetal tissue. Our data, taken together
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with those previously published, indicate that the use of human MSC markers in equine
progenitor cells and MSC isolated from different tissues and at different ages, are needed to be
clarified.

We demonstrated that eAT-PC were able to differentiate into derivates of mesoderm
showing osteogenic, chondrogenic and adipogenic potential and presenting similar characteristics
of eASC*, which can be maintained after cryopreservation. However, it is not possible to
conclude if eAT-PC are the same cell population as that isolated by Vidal’s team, since more
detailed studies using specific markers would be necessary. Our data, taken together with
previously published, strongly suggest that stem cells isolated from equine adipose tissue are a
promising candidate for cell therapy, which can be used to the treatment of several injuries in
equines, at least those, which need mesodermal derivates for the repairing process. These
findings will also provide the significant biological, technical and procedural knowledge for

further studies towards technological advance in stem cells applications on horse health.
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