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Céulas-tronco hematopoéticasem caes

Hematopoietic stem cellsin dogs

AnaPaulaMassaeNakage' Aureo Evangdista Santana?

-REVISAO BIBLIOGRAFICA -

RESUMO

As células-tronco hematopoéticas promovem a
reconstituicdo hematopoética e de outros tecidos, estando
presentes no embrido, sangue periférico, medula 6ssea e sangue
do cordédo umbilical. Os modelos experimentais de células-
tronco em cées tém propiciado informagGes relevantes para
transplantes de células-tronco em humanos. A capacidade de
reconstituicdo hematopoética e da plasticidade das células-
tronco de cdes permite 0 emprego do modelo canino em varias
propostas cientificas e terapéuticas, que propiciam informacdes
pré-clinicas ao homem. O objetivo desta revisdo bibliogréfica
é relatar a importancia das células-tronco hematopoéticas de
cées, sendo que a sua principal aplicagdo clinica é o transplante
das células-tronco.

Palavras-chave: células-tronco hematopoéticas, citometria
de fluxo, cées.

ABSTRACT

Sem cells provide hematopoietic and other tissues
reconstitution and are present in the embryo, peripheral blood,
bone marrow and umbilical cord blood. The experimental
models of stem cells in dogs provide important information for
stem cells transplants in humans. Their main clinical application
is the stem cell transplant. The hematopoietic reconstitution
and plasticity capacity of dog stem cells. Allow its use as stem
cell model for therapeutic and scientific studies thus giving
importat information in human pre clinical trials with stem
cell. The goal of this literature review is relate the importance
of canine hematopoietic stem cells.
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INTRODUCAO

A crescente abordagem das células-tronco
na area cientifica e na midia tem ocorrido devido a
capacidade de reconstituicdo hematopoética e,
principalmente, a caracteristica de plasticidade das
células-tronco, que permite a diferenciacdo destas em
célulasde diversostecidos, tais como, figado, sistema
nervoso central, rins, pancreas, pulmdes, pele, trato
gastrintestinal, coragdo e musculo esquelético
(HERZOG et d., 2003).

O objetivo desta revisao bibliogréfica é
relatar aimportanciadas células-tronco hematopoéticas
de cdes que podem ser identificadas pelacitometriade
fluxo etém capaci dade de reconstitui ¢do hematopoética
apos transplantes de células-tronco. Além disso,
permite o emprego do modelo canino em varias
propostas experimentais e terapéuticas sobre células-
tronco, que propiciam informagdes pré-clinicas ao
homem.

Hematopoese

A hematopoese ou hemopoiese (hemato ou
hemo significa sangue, poiesis significa fazer) é
realizada no sistema hematopoético, o qual é
constituido por células-tronco hematopoéticas (CTH),
células precursoras, células sangiineas
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morfofuncionalmente maduras etecido de sustentacdo
da hematopoese (microambiente hematopoético),
localizado nas cavidades medul ares de 0ssos chatos e
longos, baco, figado, linfonodos e timo. O sistema
hematopoético € uma rede integrada de células que
iniciao ciclo continuo dediferenciagéo de umapequena
populagédo de CTH, que séo pluripotentes, e que ddo
origem atodas as células heterogéneas funcionais do
sangue e do sistema imune, fundamentando a teoria
monofiléticadaorigem do sangue (GA SPER, 2000).

Biologiae plasticidade das células-tronco

A CTH tem origem mesenquimal e, durante
0 periodo de vida intra-uterino, esta presente no saco
vitelino embrionério e, posteriormente, desl oca-se por
viahematdégenaparao figado, bago, linfonodos etimo
fetal. Na metade do periodo de vida intra-uterino, a
hematopoese passa a ocorrer na medula dssea, que se
torna o principal sitio hematopoético no final da
gestagdo atéavidaadulta(JAIN, 1986). AsCTH sdo as
Unicas células do sistema hematopoético que exibem
potencia proliferativo extensivo e capacidade de se
diferenciar em todas as células do sistema linfo-
hematopoético continuamente até amorte (GASPER,
2000; HERZOG et d., 2003).

A maioriadas CTH estanafase de repouso
(G,) do ciclo celular e ha pouca atividade mitéticano
compartimento das células-tronco, no qual ocorre a
auto-renovagdo das referidas células e a manutengéo
da hematopoese pela proliferagdo clénica.
Morfologicamente, as CTH assemelham-se aos
pequenos linfdcitos, tendo alta razéo nucleo-
citoplasma, nucléolo proeminente e citoplasma
basofilico destituido de granul os (GA SPER, 2000).

Estudos recentesem humanostém revelado
aplasticidade das células-tronco hematopoéticas, que
podem se diferenciar em células ndo hematopoéticas
devériostecidos, incluindo célulasdo figado (ALISON
et a., 2000), sistema nervoso central (MEZEY et al.,
2000; JIN et al., 2002), rins(KALE et d., 2003), pancreas
(IANUSet al., 2003), pulmdes (THEISE et d., 2002),
pele (BADIAVAS et a., 2003), trato gastrintestinal
(OKAMOTOet dl., 2002), coracdo (ORLICet al., 2001)
emusculo esquelético (FERRARI et al., 1998).

Fontes de células-tronco hematopoéticas

Estudos iniciais em primatas e humanos
estabeleceram que as CTH estéo presentes no sangue
periférico(KESSINGER et d., 1988; SIENA et d., 1989;
SCHOTS et a., 1996; ARMITAGE et al., 1997,
ABONOUREet al., 1998; PEREZ-SIMON et a., 1998),
parénquimahepético do embrido (FORRESTER et al.,
1991; RICE et d., 1994), meduladssea (KESSINGER et

a., 1988, WAGNERet d., 1992, HUANG et ., 1998) e
sanguedo corddo umbilical (BROXMEYER et d., 1989;
GLUCKMAN et a, 1989; BROXMEYER €t dl., 1992;
WAGNERE€tal.,1992; LIM etdl., 1999). Variosrelatos
em humanos atestam que, as CTH com maior potencial
proliferativo para o transplante sdo as células-tronco
embrionérias, seguidas pelas células do cordao
umbilical, medula éssea do adulto e sangue periférico
(LANSDORRP, 1995; REBEL et a., 1996; MAYANI &
LANSDORR, 1998; VERFAILLIE, 2002). O estudocom
células-tronco embrionarias humanas € permitido no
Brasil desde a aprovacdo dalei de biosseguranca pela
Camarados Deputados no primeiro semestre de 2005.

Em cées, a presenca de células-tronco
hematopoéticas tem sido observada na medula 6ssea
(MCSWEENEY etd., 1996; McCSWEENEY etd., 1998;
BRUNOetd.,1999; BRUNOet d., 2001; NIEMEY ER &
a.,2001; HARTNETT et d., 2002) eno sanguedo cordéo
umbilical (NAKAGE etd., 2003; NAKAGE et d., 2004;
NAKAGE, 2005).

Identificagdo e quantificacdo de células-tronco
hematopoéticas

Estudos citomorfol égicos e citoquimicos
s80 métodos cléssicos para caracterizar e classificar
células hematopoéticas (JAIN, 1986), porém técnicas
deimunocitoquimicaeimunofencti pagem (anticorpos
monaclonais) tém promovido um avango nadefinicdo
e classificacdo de células sangiiineas, particularmente
aquelas de baixo grau de diferenciacdo (GRINDEM,
1996). Os anticorpos monoclonais conjugados com
compostos fluorescentes, tais como o isotiocianato de
fluoresceina (FITC) ou ficoeritrina (PE), podem ser
incubados com as células a serem analisadas,
permitindo a identificacdo e quantificacéo
citofluorométricadetaiscélulas(GRINDEM, 1996).

A citometriadefluxo éum recurso emergente
naClinicaMédicaVeterindriaque permite umaandlise
rapida, objetivae quantitativade cél ulas em suspensdo
(FALDYNA et d.,2001). Alguns“Workshops' témsido
organizados com o intuito de classificar os anticorpos
monoclonaiscom um nimero do CD correspondente a
nomenclatura humana para diversos animais
domeésticos. Em relagdo aos anticorpos monaoclonais
gue marcam os antigenos leucocitarios caninos, estes
foram definidos durante o “Primeiro Workshop
Internacional de Antigeno Leucocitério Caning” (1
CLAW —"“Firgt Canine L eukocyte Antigen Workshop”),
ocorrido em Cambridge (U.K.) em 1993 (COBBOLD &
METCALFE, 1994), sendo que, alguns anticorpos
monoclonais especificos para cées estéo disponiveis
comercidmente(BY RNE et ., 2000).

As células-tronco hematopoéticas
derivadas damedula éssea, do figado fetal, do corddo
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umbilical ou, até mesmo, do sangue periférico, podem
ser identificadas com o auxilio de um anticorpo
monoclonal dirigido contra o antigeno de superficie
CD34 (HUSSet d., 2000). O protocol o paraquantificacéo
de CD34*, proposto pelo Comité de Enumeracéo de
Céulas-tronco, em 1995, foi 0 ISHAGE (“ International
Society of Hematotherapy and Graft Engineering”), por
ser um método simples, rdpido, sensivel acitometriade
fluxo e adequado aaplicacdo clinica(SUTHERLAND
et a., 1996). No método ISHAGE, os anticorpos
monaoclonais CD45" marcam todasas células nucleadas,
tais como células-tronco e leucocitos (GRATAMA et
al., 1998). Os anticorpos monoclonais CD34* marcam
células-tronco. Entretanto, algumas células exibem
tamanho, granulosidade e fluorescéncia semelhantes
as células CD34*, sendo considerados eventos
inespecificos marcados com CD45'/1gG1 (eventos
controle). A contagem de c8lulasCD34" éobtidaatravés
da subtracdo de eventos CD34'/CD45" dos eventos
CD45'/1gGL1. O calculo dacontagem absolutade células
CD34* é realizado através da multiplicacéo da
porcentagem de células CD34* pelo nimero total de
células nucleadas (contagem global de leucdcitos) e 0
volume do sangue colhido. Este niimero édividido pelo
peso do paciente, resultando no nimero total decélulas
CD34'/kg(VENDITTI etd., 1999).

Nametodologiaparaenumeracdo decdulas-
tronco, a utilizagdo de fluorocromos excitéveis mais
brilhantes, como aficoeritrina (PE), é recomendada por
ser mais sensivel na deteccéo de células CD34*
(GRATAMA et dl., 1998). A quantificacgo dascélulas-
tronco CD34" pela citometria de fluxo nos animais
domeésticos € possivel na espécie canina, devido a
producdo de anticorpos monoclonai s especificos para
CD34 canino por McSWEENEY et d. (1998). A marcagéo
com anticorpo monoclonal canino CD34 e sua
respectiva contagem por meio daandlise no citdbmetro
de fluxo permitem aidentificacdo e quantificacéo das
células-tronco namedula 6ssea (McSWEENEY et dl.,
1996; MCSWEENEY etd., 1998; BRUNOet al., 1999;
BRUNO et al., 2001; NIEMEYER et al., 2001;
HARTNETT et al., 2002) e no sangue do corddo
umbilical decdes(NAKAGE et al., 2003; NAKAGE et
d., 2004; NAKAGE, 2005).

O grupo de pesquisa do laboratério de
patol ogiaclinicaveterinériada Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterindrias (FCAV) da Universidade
Estadud Paulista(UNESP), Campus de Jaboticaba (SP),
congtituido por docente, graduandos e p6s-graduandos
em medicina veterinéria, tem realizado projetos
cientificosrelacionados as células-tronco de caes desde
2000. No estudo pioneiro sobre células-tronco do
sangue do corddo umbilical, NAKAGE (2005)
quantificou as células-tronco do sangue do corddo

umbilical de céesneonatos pelaexpressdo do anticorpo
monaclonal canino CD34* PE (McSWEENEY et al.,
1998) e pelo protocolo ISHAGE de citometriadefluxo
(SUTHERLAND et al., 1996), que demonstraram ser
um método simples, rdpido, sensivel e€ficaz aavaliacio
de células-tronco de caes.

As células-tronco CD34* do SCU de caes
(0,88 x10° mL"%) correspondem a 33% das células
mononucleares (2,61 x10°mL 1), segundo NAKAGE
(2005). Namedula6ssea, ascélulas CD34* representam,
apenas, 1 a2 % dos mononucleares, porém sao capazes
de dar origem aos precursores de todas as linhagens
hematopoéticas, evidenciando a habilidade das CTH
de reconstituir a hematopoese em primatas,
camundongos e caes apds mi el ossupressdo (KRAUSE
etal., 1996). A proporcéo de células CD34" namedula
Osseadatibiade caesjovensfoi maior (3,7 £ 0,2%) do
que no umero (2,8 + 0,2%), cristailiaca (1,7 + 0,3%) e
fémur (0,26 £ 0,03%), sendo semelhante a proporcéo
de CD34* damedula 6ssea fetal humana (HUANG &
TERSTAPPEN, 1994; THILAGANATHAN etd., 1994;
TURNERet d., 1996; GOLFIER et d., 2000).

A porcentagem média de células CD34* é
11,09% no SCU decaes(NAKAGE, 2005), 10a18%na
medula 0ssea de cées com duas a trés semanas de
idade e menos de 5% na medula 6ssea de cées com
mais de trés meses de idade (SUTER et a., 2004).
Portanto, a porcentagem de células CD34* de caes
declinacom aidade. A altaproporcéo decélulasCD34*
também tem sido reportada na medula 6sseafetal ede
neonatos quando comparada & adulta (KONG et al.,
1997; ALLEN & HENSHAW, 2001).

A quantidade de células-tronco no sangue
do corddo umbilical decaes (3,38 + 2,72 cdlulasCD34*
x10°f kg?) relatadapor NAKAGE (2005) foi semelhante
aquela obtida na medula 6ssea (BRUNO et al., 1999;
HARTNETT et d., 2002; CREEVY et d., 2003) eno
sangue periféricomohilizado (SANDMAIER et dl., 1996;
SANDMALIER et a., 2003) de cées adultos, sendo a
quantidade recomendada (1,2 a 3,4 x10° kg?), para
reconstitui cdo hematopoéticaem cdes (GENGOZIAN,
2000).

A contagem de células CD34*, como
indicador da capacidade de reconstitui¢éo das células
sangliineas, foi propostainiciamente por SIENA et al.
(1989) e, atual mente, aquantificacdo de células CD34*
pelacitometriade fluxo tem sido amplamente adotada
pararealizacdo detransplante de células-tronco (HUSS
etd., 2000).

Aplicagdo clinicadas células-tronco em caes
Estudos iniciais sobre transplante de
células-tronco em cées como intervencdo terapéutica
paradoencas naMedicinaVeterinariaforam realizados
por APPELBAUM et al. (1986). M odel osexperimentais
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em caes tém propiciado a obtencdo de informactes
importantes no transplante de progenitores
hematopoéticos autdlogos e alogénicos, permitindo a
transposicéo destes achados experimentais para 0s
sereshumanos (WAGNER & STORB, 1996). O modelo
canino permite melhor avaliacdo clinica, assim como,
maiores facilidades na colheita e transplante
(THOMAS, 1999). As CTH de cées revelaram-se
fenotipicamente e funcional mente semelhanteas CTH
de humanos e camundongos, indicando que o0 modelo
canino € aplicavel ao estudo de células-tronco, em
humanos (KRAUSE et ., 1994; McSWEENEY etdl.,
1998; RATAJCZAK etdl., 1998, BRUNO et al., 1999).

O transplante de células-tronco
hematopoéticas (TCTH) consiste na injecéo
intravenosa de progenitores hematopoéticos que se
desenvolvem em microambientes especializados, nos
quais se diferenciam, proliferam e amadurecem.
Entretanto, a transferéncia de novas células
imunol égicas pode resultar na doenga do enxerto
contra 0 hospedeiro (DECH). Estudos recentes tém
revelado que os transplantes autdlogos e alogénicos
de CTH sdo aqueles mais aplicaveis a medicina
veterinaria. O transplante aut6logo envolve aremocao
temporéria de CTH do préprio receptor, seguida pela
mielossupressdo, induzida quimicamente ou
radiologicamente, e reinfusdo das CTH, sendo que a
técnica € simples e a ocorréncia da DECH érara. O
transplante alogénico consiste na infusdo de CTH de
um individuo damesmaespécie com genomadiferente,
sendo que o doador deve ser imunologicamente
compativel com o receptor paraevitar aDECH (GASPER
& THRALL, 2000).

O transplante de medula éssea a ogénico
com células CD34", em caes submetidos a terapia
mielossupressiva com irradiagéo, propiciou a
reconstitui¢do hematopoéticae permitiu antecipar uma
funcdo importante nos estudos pré-clinicos, em
pacientes da referida espécie, envolvendo a
manipulacdo in vitro de células progenitoras
hematopoéticas(BRUNO et al., 1999).

Atualmente, o transplante de sangue
periférico mobilizado é umaalternativaao transplante
de medula dssea. O transplante de sangue periférico
mobilizado com fatores de crescimento hematopoéticos,
taiscomo, o fator estimulante de coléniagranulocitaria
(“granulocyte-colony stimulating factor” ou G-CSF) ou
o fator de célula-tronco (“stem cell factor” ou SCF)
permite amobilizacdo de cdl ulas-tronco hematopoéticas
da medula 6ssea para 0 sangue periférico de cées
(SANDMAIEREet d., 1996).

O transplante de CTH do sangue periférico
e medula 6ssea revelam o potencia terapéutico das
células-tronco em céescom linfoma (APPELBAUM et
d., 1986; ABRAMS-OGGet d., 1993), doencasgenéticas

(BREIDER et a., 1989; GOERNER et al., 1999;
HARTNETT et a., 2002; CREEVY et a., 2003;
STELZNER et al., 2003), doencas do miocardio
(KOVACICetal.,2004; VULLIET et d., 2004), doencas
vasculares (BHATTACHARYA et al., 2000; HE et al.,
2003; MATSUMURA et d., 2003) edoencasdotecido
0sse0 (ARINZEH et d., 2003; DEKOK et d., 2003).

A quantidade de células CD34* é
proporcional a capacidade de recuperacao
hematopoética ap0ds o transplante de células-tronco
(SIENA et al., 1989). Um importante estudo sobre
transplante de meduladsseaem caes, relatou que houve
reconstituicdo hematol égica apds o transplante de
meduladsseaautdlogo com 1,6 a3,4 x10° cdlulasCD34'/
kg etransplante de medulaésseaalogénicocom 1,75 a
6,8 x10° células CD34*/kg. Caes que receberam menos
de 1,0 x10° CD34'/kg apresentaram lentarecuperacéo
da celularidade neutrofilica e plaquetaria (BRUNO et
al., 1999) e linfocitica (HARTNETT et a., 2002). O
transplante de sangue periférico mobilizado com 4,6
x10° células CD34*/kg permitiu a reconstituic¢éo
hematopoética dos caes (SANDMAIER et al., 1996),
sendo umaalternativaao transplante de medul a éssea,
devido a facilidade na colheita e a rapidez de
recuperacdo granulocitériae plaquetéria.

CONCLUSAO

As células-tronco de cées podem ser
identificadas pela expresséo citofluorométrica do
anticorpo monoclonal canino CD34*, sendo que asua
principal aplicacéo clinicaé o transplante das células-
tronco. A capacidade de reconstitui¢ao hematopoética
edaplasticidade das células-tronco permite 0 emprego
do modelo canino em vérias propostas cientificas e
terapéuticas, que propiciam informagdes pré-clinicas
ao homem.
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