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Quantificacado de celulas CD34* do sangue do corddo umbilical de cées

Quantification of CD34* hematopoietic stem cells from the umbilical cord of dogs

Ana Paula Massae Nakage™ Aureo Evangelista Santana' Maria Luisa Buffo de C4pua'
Aline Vieira Godoy'

RESUMO

As células-tronco promovem a reconstituigao
hematopoética e de outros tecidos, estando presentes no
embrido, no sangue periférico, na medula 6ssea e no sangue
do cordao umbilical (SCU). Os modelos experimentais de
células-tronco do sangue periférico e da medula 6ssea em
cées tém propiciado informacdes relevantes para transplantes
de células-tronco em humanos. Entretanto, ndo existe estudo
sobre as células-tronco no SCU canino no Brasil. O objetivo
deste ensaio foi quantificar as células nucleadas e as células-
tronco CD34* no SCU de cées para propostas de reconstituicao
hematoldgica. No presente protocolo experimental, a coleta
de SCU de 40 cdes neonatos foi realizada para contagem das
células nucleadas no contador automdtico de células
sangiiineas e contagem das células-tronco CD34* no citbmetro
de fluxo. O método de coleta do SCU na porgédo
justaplacentaria dos vasos umbilicais permitiu a quantificagéo
das células-tronco CD34*. Os valores das células nucleadas
do SCU foram reduzidos em relagdo aqueles do sangue
periférico de caes sadios recém-nascidos e adultos. Apesar do
volume escasso de SCU (1325uL), a quantidade de células-
tronco do corddo umbilical canino (3,38+2,72 CD34* x10° kg)
é semelhante aquela reportada para medula 6ssea, bem como
para o sangue periférico mobilizado de cées adultos, sendo
coincidente com aquela preconizada para reconstitui¢do
hematopoética.

Palavras-chave: células-tronco, CD34, hematopoiética,
cordao umbilical, citometria, cées.

ABSTRACT

Stem cells promote the reconstitution of the
hematopoietic and other tissues, and are present in the embryo,
peripheral blood, bone marrow and umbilical cord blood
(UCB). The experimental models of bone marrow and

peripheral blood stem cells in dogs provide important
information for stem cells transplants in humans. However,
there are no studies on the UCB cells of dogs in Brazil. This
experiment aimed at quantifying nucleated and stem cells in
the umbilical cord of dogs having as its purpose the
hematological recuperation. In this assay, UCB of 40 neonates
dogs was collected for nucleated cell count in automatic cell
counter and stem cell CD34* count in flow cytometer. The
method of UCB collection at the juxta-placental portion of the
umbilical vessels allowed UCB blood and stem cell CD34*
quantification. The nucleated cell values of UCB were reduced
as compared to the reference values of the peripheral blood of
healthy neonate and adult dogs. Despite the small volume of
UCB (1325uL), the quantity of stem cells in the canine umbilical
cord (3.38+2.72 CD34* x10°kg™?) is similar to that reported in
the bone marrow and mobilized peripheral blood of adult
dogs, coinciding with the amount recommend for hematopoetic
reconstitution.

Key words: stem cell, CD34, hematopoietic, umbilical cord,
cytometry, dogs.

INTRODUCAO

Modelos experimentais de estudo da
hematopoese em cées tém propiciado informagdes
importantes sobre o transplante de células-tronco
hematopoéticas CTH, permitindo a transposigao destes
achados experimentais para os seres humanos ¢ sendo
considerados modelos de experimenta¢do comparada
muito promissores (LADIGES etal., 1990 WAGNER &
STORB, 1996). O modelo de estudo em caes permite
melhor avaliagdo clinica, assim como maior facilidade
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na coleta e na transfusdo do sangue (THOMAS,1999).
Além disso, os cdes apresentam tamanho relativamente
grande, vida longa e doengas genéticas homologas
aquelas dos humanos, quando comparados a
camundongos (SUTER et al., 2004). O grupo de
pesquisa do Laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista
(Unesp), em Jaboticabal, Sao Paulo (SP), Brasil, tem
desenvolvido ensaios cientificos relacionados as
células-tronco caninas desde 2000 (NAKAGE &
SANTANA, 2006). Ha estudos sobre a hematologia do
sangue do corddo umbilical (SCU) canino (NAKAGE
et al., 2005a; NAKAGE et al., 2005b) e perfil
eletroforético das proteinas séricas do SCU de caes
(GODOY etal., 2006), mas este € o primeiro relato sobre
células-tronco no SCU canino no Brasil. TSUMAGARI
etal. (2007) caracterizaram as células CD34* na medula
ossea, no sangue periférico e no SCU de cées.
Entretanto, o numero de parcelas experimentais foi
inferior (SCU de sete neonatos) aquele utilizado nesse
ensaio (SCU de 40 neonatos).

A clonagem do cDNA para CD34 canino e a
obtengdo do CD34 canino homologo (Mc SWEENEY
et al., 1996) permitiram a producdo de anticorpos
monoclonais especificos para CD34 canino (Mc
SWEENEY et al., 1998). A marca¢do com anticorpo
monoclonal canino CD34 e sua respectiva contagem
por meio da analise no citbmetro de fluxo permitem a
identificagdo e a quantificagdo das CTH da medula
ossea de cdes (McSWEENEY et al., 1998; BRUNO et
al., 1999; BRUNO et al.,2001; NIEMEYER et al., 2001;
HARTNETT et al., 2002; NAKAGE et al., 2005c¢). As
CTH de caes revelaram-se fenotipicamente e
funcionalmente semelhantes as CTH de humanos e
camundongos, indicando que o modelo canino ¢
aplicavel ao estudo de células-tronco em humanos (Mc
SWEENEY etal., 1998; BRUNO et al., 1999; KRAUSE
etal.,, 1994).

Na medula 6ssea, as células CD34"
correspondem a, aproximadamente, 1 a 2% das células
mononucleares, porém, sdo capazes de dar origem aos
precursores de todas as linhagens hematopoéticas,
evidenciando a habilidade das CTH de reconstituir a
hematopoese em primatas, camundongos e cédes apos
mielossupressdo (KRAUSE et al., 1996).

A proporgao de células CD34" na medula
oOssea da tibia de cdes jovens foi maior (3,7 £0,2%) do
que no umero (2,8+0,2%), na crista iliaca (1,7+0,3%) e
no fémur (0,26+0,03%), sendo que a porcentagem de
CD34" da medula 6ssea coletada por lavagem foi
significativamente maior (9,7+1,0%) do que aquela
coletada por aspiragdo (SUTER et al., 2004) e foi

semelhante a propor¢ao de CD34"da medula 6ssea fetal
humana (HUANG & TERSTAPPEN, 1994; TURNER et
al., 1996).

A porcentagem de células CD34"na medula
ossea de cdes jovens declinou com a idade (SUTER et
al., 2004). A medula 6ssea de cdes com duas a trés
semanas de idade contém entre 10 a 18% de células
CD34% e cdes com mais de trés meses de idade
apresentam menos de 5%. A alta proporcao de células
CD34"no homem também tem sido reportada na medula
ossea fetal e de neonatos quando comparada a adulta
(ALLEN & HENSHAW, 2001).

O isolamento de células CD34" pode ser
realizado por meio da sedimentagdo por gradiente de
densidade, da deplecdo de linhagens com anticorpos
monoclonais, da separacdo celular com citometro de
fluxo ou da camara imunomagnética. Um numero
significativo de células CD34" (2 a 5 x 10"kg™") foi obtido
por meio da separagdo imunomagnética da medula
ossea de cdes jovens (SUTER et al., 2004). O
desenvolvimento de métodos para purificagdo e
caracteriza¢do de CTH caninas permite a utilizagdo do
modelo canino para varias propostas experimentais e
terapéuticas (NIEMEYER etal., 2001).

O transplante de células-tronco
hematopoéticas (TCTH) consiste na injegdo
intravenosa de progenitores hematopoéticos que se
desenvolvem em microambientes especializados, nos
quais se diferenciam, proliferam e amadurecem
(GASPER & THRALL, 2000). A quantidade de CD34*
recomendada para transplantes em caes variade 1,2 a
3,4 x 10°kg" de peso vivo (GENGOZIAN, 2000). O
transplante de medula 6ssea (TMO) alogénico com
cé¢lulas CD34%, em cdes submetidos a terapia
mielossupressiva com irradiagdo, propiciou a
reconstitui¢do hematopoética e permitiu antecipar uma
funcdo importante nos estudos pré-clinicos, em
pacientes da referida espécie, envolvendo a
manipulagdo in vitro de células progenitoras
hematopoéticas (BRUNO et al., 1999).

O transplante de sangue periférico
mobilizado (TSPM) é uma alternativa ao TMO. A
administracdo de fatores de crescimento
hematopoéticos permite a mobilizagdo de CTH da
medula 6ssea para o sangue periférico de caes
(SANDMAIER etal., 1996). O transplante de CTH do
sangue periférico e da medula dssea revelam o potencial
terapéutico das células-tronco em cdes com linfoma
(ABRAMS-OGG et al., 1993), doengas genéticas
(HARTNETT etal.,2002; CREEVY etal.,2003), doencas
do miocardio (VULLIET et al., 2004), doengas
vasculares (MATSUMURA et al., 2003) e doencas do
tecido 6sseo (DE KOK et al., 2003).
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Portanto, os modelos experimentais de
estudo das CTH do sangue periférico e da medula 6ssea
em cdes tém propiciado informagdes pré-clinicas de
extrema importancia nos transplantes de CTH em
humanos, uma vez que a condugéo de protocolos que
utilizam cdes permite o emprego do modelo canino para
varias propostas experimentais e terapéuticas. O
objetivo deste trabalho foi quantificar as células-tronco
CD34" do sangue do corddo umbilical de caes.

MATERIAL E METODOS

Parcelas experimentais

O sangue do corddo umbilical (SCU) foi
coletado de 40 neonatos junto ao Instituto de
Obstetricia e Reprodugdo de Caes e Gatos “Prof. Dr.
Vicenti Borelli”, do Hospital Veterinario “Governador
Laudo Natel”, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, Campus
de Jaboticabal. As parcelas experimentais nasceram a
termo oriundas de cadelas sadias, sendo que 72,5%
(n=29) nasceram ap0s parto normal e 27,5% (n=11) por
cesariana. As ragas das cadelas adultas foram golden
retriever (27,5%), sem raga definida (17,5%), buldogue
(12,5%), pit bull (12,5%), labrador (10%), boxer (10%),
beagle (7,5%) e poodle (2,5%).

Coleta do sangue do corddo umbilical

Apods o nascimento, foram realizados os
seguintes procedimentos: a liberagdo do neonato dos
seus respectivos envoltorios placentarios, o
pingamento do corddo umbilical na porcéo justafetal
com auxilio de duas pingas hemostaticas e, finalmente,
a sec¢ao do cordao umbilical e a separagdo do recém-
nascido. Em seguida, a placenta e o cordao umbilical
de cada neonato foram posicionados em plano elevado
para que o SCU fluisse e fosse coletado por venipungao
umbilical na por¢do justaplacentaria do cordao
umbilical, com seringa estéril de cinco mL, contendo
acido etilenodiaminotetracético dissodico 10% - EDTA.

Volume de sangue do corddo umbilical, peso do filhote
e da placenta

Logo apds a coleta, foram determinados o
volume de sangue do corddo umbilical de cada filhote
eo peso do filhote e da respectiva placenta.

Contagem global de células nucleadas
Imediatamente apods a coleta, uma fragdo de
20uL do sangue do corddo umbilical adicionado de
anticoagulante EDTA a 10% foi submetida ao
Laboratorio de Patologia Clinica da FCAV/UNESP,
Campus de Jaboticabal, para contagem global de

células nucleadas com o auxilio do contador automatico
de células ACT-8 Coulter, sendo corrigida pela
subtragdo de eritroblastos presentes nos esfregagos
do SCU.

Avaliagao citofluorométrica

Duzentos microlitros (uL) do SCU foram
envasados em eppendorf e mantidos sob refrigeragdo
(4°C) até no maximo 24 horas apds a coleta, para analise
citofluorométrica junto ao Laboratério de Citometria
de Fluxo do Hemocentro de Ribeirdo Preto (SP),
localizado no Centro de Terapia Celular (CTC), da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP),
Universidade do Estado de Sdo Paulo (USP).

O protocolo International Society of
Hematotherapy and Graft Engineering (ISHAGE) foi
utilizado na quantificagdo de células-tronco CD34". A
metodologia para a avaliag@o citofluorométrica
consistiu, inicialmente, na identificagdo de dois tubos
estéreis (tubo 1 - CD45"PercP/CD34PE e tubo 2 - CD45"
PercP/IgG1 PE). Nos tubos 1 e 2, foram adicionados
100uL de SCU e cinco pL de anti-CD45" conjugado
com biotina (MCA1042B, Serotec), que foram
incubados por 20 minutos a temperatura ambiente no
escuro.

Um mL de tampao de lise de hemacias (FACS
Lysing Solution — Becton Dickinson) foi adicionado
em cada tubo e incubado por 10 minutos a temperatura
ambiente no escuro. Posteriormente, foi realizada a
lavagem do material com solugdo salina tamponada com
fosfato 0,01M e pH entre 7,4 € 7,6 (PBS) por duas vezes,
centrifugacdo a 1800rpm por trés minutos, desprezado
o sobrenadante e a adigdo de 2mL de PBS.

Apos desprezar o sobrenadante, foram
incubados cinco pL de reagente imunologico
estreptavidina cy-chrome (554062, Becton Dickinson
Pharmingen) em cada tubo por 15 minutos a temperatura
ambiente no escuro e, em seguida, foram adicionados
dois mililitros de PBS para a supracitada lavagem do
material. No tubo 1 (CD45PercP*/CD34'PE), foi
incubado cinco pL de anticorpo monoclonal canino
anti-CD34" conjugados com ficoeritrina-PE (anticorpo
1H6, #559369, Becton Dickinson PharMingen) e no tubo
2 (CDA45" PercP/IgG1PE), SuL de IgG1PE por 20 minutos
a temperatura ambiente no escuro.

Os tubos 1 e 2 foram lavados com PBS, de
acordo com o procedimento citado anteriormente. Em
seguida, foram adicionados 200uL de PBS nos dois
tubos e as amostras foram submetidas a analise no
citofluorometro Fluorescence Activated Cell Sorter
(FACS, Becton Dickinson, San Jose, CA) para
identificacdo e quantificagdo das células-tronco CD34",
sob controle de um computador. Os anticorpos
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monoclonais CD45" marcam células nucleadas
(leucécitos e células CD34" com baixa especificidade)
¢ 0os CD34" marcam células-tronco (células CD34* com
alta especificidade). Entretanto, algumas células exibem
tamanho, granulosidade e fluorescéncia semelhantes
as células CD34*, sendo consideradas eventos
inespecificos marcados com CD45"/IgG1. A contagem
de células CD34" ¢ obtida pela subtracido de eventos
CD347/CD45" (eventos especificos) dos eventos
CD45"/1gG1 (eventos inespecificos) (Figura 1).

Quantificagdo de células CD34*

A contagem de CD34" mm™ foi estabelecida pela
formula:

CD34" mm>= n® de eventos (CD34*/CD45%) — n°
eventos (IgG1+/CD45%) x CN

NP° total de eventos adquiridos

sendo que:

N°de eventos (CD34"/CD45") = células CD34"/CD45*
(eventos especificos), N° eventos (IgG17/CD45") =
células IgG1*/CD45" (eventos inespecificos), CN =
contagem global de células nucleadas ¢ N° total de
eventos = N° total de células adquiridas.

O valor absoluto de CD34" foi calculado por meio da
seguinte formula:

CD34x 10°kg! =CD34*/mm*x 10*x volume de SCU (mL)

Peso do cdo (kg)

Analise estatistica

Os dados obtidos para o peso dos neonatos
e das placentas, o volume médio do SCU, a contagem
global de células nucleadas e a contagem
citofluorométrica de CD34x10° kg! foram analisados
pela estatistica descritiva basica para obtencdo dos
valores médios e desvios-padrdo das variaveis
referidas acima (Microsoft Excel 9.0, Microsoft,
Redmond, WA, USA).
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Figura 1 - Representagdo grafica da quantificagdo das células-tronco (CD34%) do sangue do corddo umbilical canino pela
avaliag@o citofluorométrica. A - Quantificagdo de células CD347/CD45"* (eventos especificos), sendo que R1
representa células marcadas com os anticorpos CD347/CD45%, R2 sdo células nucleadas CD45" (leucocitos e
células CD34" com baixa especificidade), R3 sdo células-tronco (células CD34* com alta especificidade) e R4
sdo células CD34" caracterizadas pela granularidade e pelo tamanho. B - Quantifica¢do de células CD457/1gG1
(eventos inespecificos), as quais exibem tamanho, granulosidade e fluorescéncia semelhantes as células CD34",
sendo que R1 representa células marcadas com os anticorpos CD457/1gG1", R2 sdo células CD45*, R3 sdo
células IgG1* e R4 sdo células IgG1™ caracterizadas pela granularidade e pelo tamanho. A contagem de células
CD34" ¢ obtida pela subtragdo de eventos CD34/CD45"* (eventos especificos) dos eventos CD45%/1gG1 (eventos
inespecificos). Jaboticabal (SP), 2008.
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RESULTADOS

A coleta do sangue do corddo umbilical (SCU) foi
realizada por venipuncdo da porgdo justaplacentaria
do corddo umbilical. Os pesos médios e os desvios-
padrao dos 40 cdes neonatos e das placentas foram
342,90+£84,17g e 70,30+15,39g, respectivamente. O
volume médio de SCU coletado foi 1325,00+848,07uL.
O valor médio e o desvio padrao obtidos para contagem
global de células nucleadas do SCU foi 8,98+3,66 x10°
pL'. Com relagdo a quantificagdo das células-tronco
hematopoéticas, os valores médios e os desvios-padrao
de CD34" (%), CD34" mm=>e CD34" obtidos pela
avaliagdo citofluorométrica do SCU de cdes neonatos
foram 11,09+7,30 CD34* (%), 881,74+572,72 CD34* mm’*
€3,38+2,72 CD34* x10° kg™, respectivamente.

DISCUSSAO

Ap0s 0 nascimento, o corddo umbilical dos
caes era pingado na porgdo justafetal para separagdo
do filhote. A placenta e o corddo umbilical dos neonatos
foram posicionados em plano elevado para que o
sangue fluisse, ja a coleta do sangue do corddo umbilical
(SCU) dos caes foi realizada pela pungdo dos vasos
umbilicais da por¢ao justaplacentéria do corddo, sendo
que nesta regido os vasos sangiiineos sao mais
calibrosos e retilineos do que nas por¢des justafetal e
terco médio do corddo umbilical (MIGLINO etal., 2006).
A técnica de coleta do SCU foi semelhante aquela
utilizada por NAKAGE et al. (2005a,2005b) e GODOY
etal. (2006). A coleta do SCU preconizada em humanos
ocorre em bolsas coletoras fechadas e estéreis (SOUSA
etal., 1997; ARMITAGE etal., 1999), que acondicionam
o volume médio de 71mL de SCU (BALLEN etal.,2001).
Entretanto, neste ensaio o SCU dos cées foi coletado
com seringa estéril devido ao pequeno volume médio
de sangue obtido (1325uL) e ao tamanho reduzido do
corddo umbilical.

As vantagens observadas na coleta do SCU
com relagdo a medula dssea sdo: ndo apresenta risco
ao doador, ndo ha necessidade de hospitalizagdo, ndo
necessita de anestesia geral, ndo causa desconforto,
ndo necessita da colaboracdo e disponibilidade de
grande niimero de voluntérios, além de que ha menor
risco de infecgdes e rejeicdo (RUBINSTEIN et al., 1993).

As dificuldades encontradas na coleta do
SCU relacionaram-se: 1) ao rompimento do corddo
umbilical, ao nascimento, devido a alta contratilidade
uterina, impedindo a coleta do sangue do corddo
umbilical; 2) ao tempo escasso de coleta do SCU, devido
a rapida difusdo do sangue pelos diversos vasos

sangiiineos do corddo umbilical; 3) ao instinto materno
em proteger o filhote, retirar o envoltdrio placentario
do neonato e morder o corddo umbilical deste; 4) a
espera do nascimento de cada filhote proveniente de
parto normal; e 5) a necessidade de uma pessoa para
auxiliar a coleta de SCU de neonatos nascidos por
cesariana, devido ao nascimento sucessivo de caes.
Apesar dos obstaculos durante a coleta do SCU, em
caes, a metodologia aplicada permitiu a quantificagdo
das células eritroleucocitarias e plaquetarias e das
células-tronco CD34* do corddo umbilical.

A analise do SCU no contador automatico
de células foi adequada para realizagdo da contagem
global de células nucleadas do SCU de caes, assim
como descrito em humanos (CHAISIRIPOOMKERE et
al., 1999). A contagem de células nucleadas (8,98+3,66
x10°uL") revelou-se reduzida quando comparada ao
valor do sangue periférico de cdes com zero a trés dias
(16,8+5,7 x10* uL"') e semelhante aos adultos (6 a 17
x10° uL'") (MEINKOTH & CLINKENBEARD, 2000).

Estudos estabeleceram a presenga de CTH
no sangue do corddo umbilical humano (BROXMEYER
etal., 1989; GLUCKMAN etal., 1989; BROXMEYER et
al., 1992; WAGNER etal., 1992; LIM et al., 1999), que
apresentam habilidade de auto-renovagio e
diferenciagdo adequadas a reconstituicdo
hematopoética (HERZOG et al., 2003)e sdo importantes
na terapia celular e génica. Além disso, em recente
estudo foi relatada a presenca de células-tronco
mesenquimais multipotentes no corddo umbilical
humano, as quais sdo capazes de originar diferentes
linhagens celulares, demonstrando a capacidade
progenitora do corddo umbilical (SECCO et al., 2008).
Neste ensaio pioneiro, foram identificadas e
quantificadas as células-tronco no SCU de cées. A
contagem de células CD34" foi proposta inicialmente
como um indicador da capacidade reconstitutiva das
células sangiiineas (SIENA et al., 1989) e, atualmente, a
citometria de fluxo tem sido amplamente adotada para
enumeragdo de células CD34* (HUSS et al., 2000). O
protocolo utilizado para quantificagdo de CD34" foi o
ISHAGE, por ser um método simples, rapido e sensivel
a citometria de fluxo (SUTHERLAND et al., 1996). A
quantificacdo das células-tronco do SCU foi realizada
pela expressao do anticorpo monoclonal canino CD34*
e utilizado na medula dssea de caes (Mc SWEENEY et
al., 1998; BRUNO etal.,2001; NIEMEYER et al.,2001;
HARTNETT et al., 2002).

No SCU, as células-tronco CD34*(0,88 x10%/
mL) correspondem a 33% das células mononucleares
(2,61 x10° mL"). Na medula 6ssea, as células CD34*
representam apenas 1 a 2% dos mononucleares, porém,
sdo capazes de dar origem aos precursores de todas as

Ciéncia Rural, v.39, n.2, mar-abr, 2009.



Quantificagdo de células CD34* do sangue do corddo umbilical de cies. 439

linhagens hematopoéticas, evidenciando a habilidade
das CTH de reconstituir a hematopoese em primatas,
camundongos e caes ap6s mielossupressdo (KRAUSE
etal., 1996).

A porcentagem média de células CD34"no
SCU de 40 neonatos obtida neste ensaio foi de 11,09%,
sendo maior do que aquela relatada (6,1%) por
TSUMAGARI et al. (2007), que realizaram a
caracterizagdo de células CD34*no SCU de apenas sete
beagles recém-nascidos. A medula dssea de cdes com
duas a trés semanas de idade contém entre 10 a 18% de
células CD34" e caes com mais de trés meses de idade
apresentam menos de 5% (SUTER et al., 2004). Portanto,
aporcentagem de células CD34"de cées declina com a
idade. A alta proporg¢ao de células CD34*também tem
sido reportada na medula dssea fetal e de neonatos
quando comparada a adulta (ALLEN & HENSHAW,
2001).

A densidade populacional de células CD34*
¢ proporcional a capacidade de reconstitui¢do
hematopoética apos o transplante de células-tronco
(HUSS et al., 2000). Um importante estudo sobre
transplante de medula 6ssea (TMO) em cdes relatou
que houve recuperagdo hematopoética apés o TMO
autdlogo com 1,6 a 3,4 x10° células CD34" kg' e TMO
alogénico com 1,75 a 6,8 x10° células CD34" kg!. Caes
que receberam menos de 1,0 x10° CD34" kg!
apresentaram lenta recuperagdo da celularidade
neutrofilica e plaquetaria (BRUNO et al., 1999) e
linfocitica (HARTNETT et al., 2002). Caes com disturbio
genético de adesdo leucocitaria apresentaram
recuperagdo hematologica apds o TMO alogénico com
2,53 x 10° CD34" kg' (CREEVY et al., 2003). O
transplante de sangue periférico mobilizado (TSPM)
com G-CSF e/ou SCF com 4,6 x10° células CD34* kg™
permitiu a reconstitui¢do hematopoética dos caes
(SANDMALIER etal., 1996), sendo uma alternativa ao
TMO devido a facilidade na coleta e a rapidez de
recuperagao granulocitaria e plaquetaria.

A quantidade de células-tronco no SCU de
cées (3,38 £2,72 células CD34" x10°kg™") obtida neste
ensaio foi semelhante aquela obtida na medula 6ssea
(HARTNETT et al., 2002; CREEVY etal., 2003) e no
sangue periférico mobilizado (SANDMAIER etal., 1996;
SANDMALIER et al., 2003) de cdes adultos, sendo a
quantidade recomendada (1,2 a 3,4 x10° kg') para a
reconstitui¢do hematopoética em caes (GENGOZIAN,
2000).

CONCLUSOES

O método aplicado para coleta de sangue
do corddo umbilical de caes permitiu a quantificagdo

das células nucleadas e das células-tronco CD34* do
referido corddo. Os valores das células nucleadas do
SCU foram menores que aqueles de cdes recém-
nascidos e adultos. Apesar do volume escasso de SCU
(1325uL), a quantidade de células CD34" no sangue do
corddo umbilical canino (3,38+2,72 CD34x10°kg™) é
semelhante aquela obtida na medula dssea e no sangue
periférico mobilizado de cdes adultos, sendo a
recomendada para transplante de células-tronco em
caes. A partir deste estudo pioneiro do SCU de cées no
Brasil, novos ensaios poderdo ser realizados a fim de
avaliar a viabilidade do transplante de progenitores
hematopoéticos do corddo umbilical canino para
reconstitui¢do hematopoética em diversas patologias
comumente observadas na rotina de medicina canina.
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