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RESUMO

CARVALHO, Pablo Herthel de. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, marco de
2011. Avaliacdo neuroldgica e histologica de lesdo compressiva da medula
espinhal de ratos wistar, tratados com células-tronco mesenquimais.
Orientador: Ricardo Junqueira Del Carlo. Co-orientadores: Joaquin H. P. Salcedo e
Clovis Andrade Neves.

O tratamento efetivo para pacientes com lesdo medular € motivo de diversas
pesquisas. Apos a obtencdo de resultados satisfatorios em varios modelos
experimentais, a terapia celular € considerada uma opc¢ao promissora para lesdes do
sistema nervoso central, sobretudo com a utilizagdo de células-tronco. O presente
trabalho avaliou o uso de células-tronco mesenquimais (CTM) indiferenciadas em
diferentes intervalos de aplicacdo endovenosa apds lesdo medular compressiva e
realizou estudo comparativo com succinato sédico de metilprednisolona (SSMP) e
nenhum tratamento. As CTM foram obtidas da medula éssea de ratos Wistar,
cultivadas, caracterizadas e transplantadas na sexta passagem para animais com
lesdo medular. A lesdo medular foi realizada com a introdug¢do do cateter de Fogarty
n.° 2 Fr. no espaco epidural T8 e insuflacdo do cuff com 50uL de salina por cinco
minutos, apds laminectomia das vértebras T9 e T10. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em cinco grupos experimentais com 10 animais em cada e,
submetidos a tratamentos distintos: grupo controle (GC), que recebeu aplicacéo de
PBS; grupo metilprednisolona (GM), que recebeu 30mg/Kg de SSMP trés horas
apos a lesao; grupo 3 horas (GCT), que recebeu administracdo das CTM trés horas
apos a indugéo da lesdo; grupo 3 dias (G3D), que recebeu as CTM ap0ds trés dias da
lesdo; grupo 7 dias (G7D), que recebeu as CTM apds sete dias da lesdo medular.
Foi realizada avaliagdo motora com a escala de Basso-Beattie-Bresnehan (BBB),
semanalmente, até o 35° dia apds a lesdo. Em seguida, foi realizada avaliagcao
histologica da area de lesdo e percentual de area preservada nos fragmentos
craniais e caudais a area de lesdo macroscépica e no fragmento contendo a leséo
macroscopica. Os trés grupos tratados com as CTM apresentaram melhores indices
de recuperacao da funcdo motora na escala de BBB, estatisticamente diferentes dos
grupos GC e GM. Nao foi observada diferencga estatistica entre os grupos GC e GM

quanto a recuperagao motora, através dos indices da escala de BBB. Na avaliagao



Xiv

histolégica, os grupos tratados com as CTM exibiram menor area de lesdo e maior
percentual de tecido nervoso preservado que os outros grupos. Nao foi observada
diferencas entre os grupos GM e GC na analise histologica. Constatou-se que a
terapia celular com CTM derivadas da medula 6ssea de ratos Wistar contribui
positivamente na melhora clinica e na preservagao do tecido nervoso apos lesao

medular compressiva.
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ABSTRACT

CARVALHO, Pablo Herthel. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, March, 2011.
Mesenchymal stem cells therapy for spinal cord injury in Wistar rats:
neurological recovery and histological changes. Advisor: Ricardo Junqueira Del
Carlo. Co-Advisors: Joaquin H. P. Salcedo and Clévis Andrade Neves.

Effective treatment for spinal cord injury remains subject of several studies. Cell
therapy is considered an option promising for lesions of the central nervous system,
particularly stem cells after experimental animal models showed the transplantation
of bone marrow-derived cells results in amelioration of the functional deficit in various
neurological diseases. This work evaluated the effect of an intravenous injection of
mesenchymal stem cells (MSCs) in different intervals after compressive spinal cord
injury compared to treatment with methylprednisolone (MP) and no treatment. MSCs
from rat bone marrow were cultivated and expanded in vitro until transplantation.
Spinal cord injury was performed with 2-Fr Fogarty catheter after T9-T10
laminectomy. Animals were randomly divided into five experimental groups with 10
animals each and subjected to different treatments: group (CG), which received only
PBS; MP group (GM), who received 30 mg/kg SSMP three hours after injury, group 3
hours (GCT), which received administration of MSCs three hours after induction of
injury, group 3 days (G3D), received the MSC after three days of injury; and group 7
days (G7D), received MSC seven days after spinal cord injury. Animals were
evaluated weekly using the Basso-Beattie-Bresnahan (BBB) open field locomotor
test. 35 days after the lesion was performed histological evaluation. All groups
treated with MSC showed better results in the motor recovery. The BBB test revealed
no difference between GC and GM. In morphometric analysis, the groups treated
with MSC showed minor injury area and a higher percentage of healthy tissue than
other groups. No differences were observed between groups in the GM and GC
analysis histology. It was found that cell therapy with MSCs contributes positively in

clinical recovery and preservation of nervous tissue after compressive spinal cord

injury.



ARTIGO |

CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS PARA TRANSPLANTES EM CIRURGIAS
EXPERIMENTAIS: COLETA, ISOLAMENTO, EXPANSAO, CARACTERIZACAO E
NANOMARCACAO.

Mesenchymal stem cell for transplants in experimental surgeries: collection, isolation,

expansion, characterization and labeling cells.



Células-tronco mesenquimais para transplantes em cirurgias experimentais:

coleta, isolamento, expansao, caracterizacdo e nanomarcacao

RESUMO

Células-tronco mesenquimais (CTM) podem ser isoladas de varios tecidos
adultos, sobretudo da medula 6ssea (MO). Foi realizada a coleta, isolamento,
expansao, caracterizagdo e nanomarcacdo de CTM da MO de ratos Wistar com o
objetivo de obter células para posterior aplicagdo em modelos animais. A morfologia
celular foi avaliada durante todo o tempo de cultivo, e a cada passagem foi realizada
a contagem e viabilidade celular. Aliquotas das células da quarta passagem foram
submetidas aos testes de diferenciacédo osteogénica in vitro e imunofenotipagem
com os anticorpos anti-CD45, anti-CD90, anti-CD73 e anti-CD54. Adicionalmente,
procedeu-se nanomarcagao com nanocristais fluorescentes. As células em culturas
apresentaram morfologia fibroblastdéide, com aderéncia a placa de cultivo e
viabilidade superior a 92,70%. As células apresentaram 83,09% de expressao
negativa para CD45, 93,83% de expressao positiva para CD54, 70,44% para CD73
e 98,82% para CD90. A avaliagéo das culturas diferenciadas demonstrou morfologia
de osteoblasto e presenca de matriz calcificada. Foi observada alta fluorescéncia
citoplasmatica das células nanomarcadas, que permaneceu apés as etapas de
tripsinizagao e por todo o periodo de avaliacao in vitro. Os resultados demonstram
que os procedimentos de coleta e cultivo de CTM de ratos Wistar utilizados
viabilizam os trabalhos laboratoriais para posterior aplicacdo destas células em
estudos in vivo. Ademais, a nanomarcagao celular foi efetiva e permite
acompanhamento nos processos de migragao celular e reparacdo de lesdes de

diferentes naturezas em estudos experimentais pré-clinicos futuros.

Palavras-chave: Cultura celular, células-tronco, reparagao tecidual



Mesenchymal stem cell for transplants in experimental surgeries: collection,

isolation, expansion, characterization and labeling cells.

ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSC) can be isolated from adult tissues, especially
the bone marrow (BM). To obtain MSC for use in animals models were isolation,
expansion, and characterization of MSC of Wistar bone marrow. Viability and cell
morphology were assessed throughout the culture period. Cells in fourth passage
were subjected to differentiation osteogenic in vitro and immunophenotyping with
anti-CD45, anti-CD90, anti-CD73 and anti-CD54 antibodies. Additionally, cells
marked with fluorescent nanocrystals Qtracker Cell Labeling. The cells presented
fibroblastoid, with adherence to a culture plate and viability exceeding 92.70%. Cells
showed 83.09% of negative expression for CD45, 93.83% of positive expression of
CD54, 70.44% for CD73 and 98.82% for CD90. The evaluation of the cultures
submitted a differentiation showed osteoblastic morphology and calcified matrix. High
fluorescence in cytoplasmic of labeling cells was observed, which remained after of
trypsinization and during all in vitro evaluation period. Results show that procedures
for collection, cultivation and use of MSC labeling with Qtracker enable the laboratory

work for later application of these cells in vivo studies.

Keywords: Cell culture, stem cells, tissue repair

INTRODUCAO

As células-tronco (CT) sdo células primitivas e indiferenciadas capazes de
auto-renovagao e diferenciagcdo em multiplas linhagens de células e tecidos (Caplan,
1991), descritas pela primeira vez em 1966 por Alexander Friedenstein e
colaboradores (Friedenstein 1970, Owen 1988, Shenfield et al. 2002). Elas foram
identificadas em cultura de células mononucleares da medula 6ssea e denominadas
de células formadoras de colonias fibroblasticas (CFU-F, colony forming units -

fibroblastic) (Friedenstein et al. 1970). Com o advento de novos conhecimentos



sobre suas propriedades bioldgicas, a possibilidade de tratamento utilizando-as
conquistou notoriedade devido ao seu potencial terapéutico e tornou-se a principal
pesquisa da medicina reparativa e engenharia de tecidos (Del Carlo et al. 2008).

As células-tronco somaticas (CTS) sdo as mais utilizadas em ensaios pré-
clinicos e clinicos realizados em pacientes animais € humanos. Dentre elas, existe
um grupo denominado de células-tronco mesenquimais (CTM) que se caracterizam
como multipotentes e com ampla plasticidade, capazes de promover a manutengao
e regeneracao de multiplas linhagens de células do organismo (Deans e Moseley
2000, Sotiropoulou et al. 2006, Nauta e Fibbe 2007).

As CTM estdo presentes em pequenas quantidades nas regides
perivasculares de todos os tecidos adultos, incluindo a medula 6ssea (MO), tecido
adiposo, periosteo, tecido muscular, parede dos vasos que compdem o cordao
umbilical e os 6rgaos parenquimatosos (Meirelles et al. 2008, Mambelli et al. 2009,
Zucconi et al. 2010). A MO constitui um dos principais sitios doadores das CTM,
sendo também fonte de células-tronco hematopoéticas e endoteliais (Pittenger et al.
1999, Minguell et al. 2000).

Em condi¢cdes de cultura, as CTM exibem facilidade de crescimento em
monocamadas, manutencdo de multipotencialidade por varias passagens,
morfologia fibroblastdide, adesdo em substrato plastico e capacidade de
diferenciagdo em osteoblastos, condrécitos e adipécitos sob estimulo especifico
(Nardi e Meirelles 2006).

As caracteristicas minimas apresentadas pelas CTM devem ser comprovadas
in vitro, para que as mesmas possam ser utilizadas em estudos, segundo as
recomendagdes da Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT). Segundo a
ISCT, para se reconhecer as CTM em cultura, estas devem apresentar morfologia
fibroblastéide, capacidade de diferenciacéo e expressar um conjunto de marcadores
de superficie celular (Domicini et al. 2006). Dependendo do tecido de origem elas
podem exibir marcadores de superficie distintos (Kolf et al. 2007, Phinney e Prockop
2007). As CTM oriundas da medula 6ssea, por exemplo, exibem marcagao positiva
para CD13, CD29, CD54, CD73, CD90, CD106 e Stro-1 e ndo expressam de CD44
e CD45 (Domicini et al. 2006, Ocarino et al. 2008, Kode et al. 2009, Tapp et al.
2009); ja as células-tronco derivadas de tecido adiposo (ADSC) exibem marcacéo
positiva para CD13, CD29, CD34, CD44, CD54, CD73, CD90, CD105, CD144,



CD166 e negativa para CD 106 e Stro-1(Tapp et al. 2009, Seong et al. 2010). Estes
marcadores de superficie permitem a separacao dessas células por citometria de
fluxo e a caracterizacdo das CTM.

Estudos contemporaneos descrevem a utilizagdo alégena (Barros et al. 2001,
Halkos et al. 2008), autégena (Yamada et al. 2004, Del Carlo et al. 2007) e
xenogena (Nakamura et al. 2007, Plotnikov et al. 2007) das CTM para a reparacao
de diversos tecidos e/ou afecgdes e engenharia de tecidos, visando o tratamento de
doencgas cardiacas (Shake et al. 2002, Gojo et al. 2003, Mota et al. 2005, Loffredo et
al. 2011), renais (Morigi et al. 2004, Semedo et al. 2009, Asanuma et al. 2010),
hepaticas (Wang et al. 2003, Lee et al. 2004, Kuo et al. 2008), oftalmicas (Haynes et
al. 2004, Torquetti et al. 2007, Castanheira et al. 2008), neurologicas (Kopen et al.
1999, Cao et al. 2002 Pavlichenko et al. 2008, Moloney et al. 2010, Gutiérrez-
Fernandez et al. 2011) e ortopédicas (Pelttari et al. 2008, Monteiro et al. 2008,
Seong et al. 2010). Estudos utilizando células-tronco em aplicagdes terapéuticas
iniciaram-se no final dos anos 90 com o transplante da fragao celular mononuclear
da medula 6ssea (FCMMO). Essa modalidade terapéutica ainda € muito utilizada na
rotina veterinaria e, mesmo com percentual pequeno de CTM, os resultados sao
significativos (Del Carlo et al. 2007).

As CTM podem ser aplicadas no local da lesdo (intra-lesional) isoladas
(Hashemi et al. 2008, Hunt et al. 2008) ou combinadas com biomateriais (Toquet et
al. 1999, Teng et al. 2002, Sun et al. 2007, Del Carlo et al. 2007), ou por infuséo
intravenosa (Halkos et al. 2008, Perasso et al. 2010), pois sao atraidas por
quimiotaxia para os locais de les&o (Bobis et al. 2006, Meirelles et al. 2008, Wan et
al. 2008, Caplan 2009, Yu et al. 2010). Nesta ultima modalidade, deve-se considerar
a retencao de células na microcirculacdo, sendo necessario o transplante de maior
quantidade de células para atingir o 6rgao alvo (Halkos et al. 2008). Adicionalmente,
as CTM expandidas em cultura, poderdo ser transplantadas nas formas
indiferenciada ou diferenciada (Del Carlo et al. 2007, Monteiro 2009, Haleem et al.
2010).

No presente trabalho esta descrito um protocolo viavel para obtengdo de
células-tronco mesenquimais da medula Ossea de ratos, bem como o

estabelecimento da cultura, sua expansao, as etapas de caracterizagao fenotipica e



diferenciagao celular e, a nanomarcagao das células, objetivando a produgao de

CTM para utilizagao experimental em transplantes pré-clinicos.

MATERIAL E METODOS

Coleta da medula 6ssea e cultura

Cinco ratos Wistar de quatro semanas de idade, machos, foram submetidos a
eutanasia por sobredosagem anestésica. Posteriormente, foi realizada a tricotomia
dos membros pélvicos e abdébmen e a imersdao dos animais em alcool 70°, para
garantir antissepsia no momento da coleta. Os animais foram levados para a capela
de fluxo vertical, posicionados em decubito dorsal, para inicio dos procedimentos.

Os fémures foram desarticulados e removidos de forma asséptica, as epifises
distais foram seccionadas e o canal medular foi lavado com meio de crescimento
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium baixa glicose (Gibco, Grand Island/NY, EUA),
contendo 10 - 15mM HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO/EUA) acrescido de 20%
de soro fetal bovino (Gibco), 50mg/L de gentamicina (Sigma), 100.000U/L de
penicilina G potassica (Sigma) e 1,5mg/L de anfotericina B (Sigma); com auxilio de
uma seringa de 10mL e agulha de 25G.

O material coletado foi centrifugado a 22°C por 5 minutos em 1500rpm, o
sobrenadante descartado e o pellet contendo as células foi ressuspendido em 5 mL
de meio DMEM. Foram coletados 100uL da suspensao de células, misturados com o
mesmo volume de solugdo Azul de Tripan (Sigma) para contagem em camara de
Neubauer e avaliacdo da viabilidade celular.

O plaqueamento foi feito na concentracdo minima de 5x10° células/mL em
garrafas de cultivo celular de 25mm? (Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Alemanha),
mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO..

As culturas foram monitoradas diariamente com auxilio de microscopio éptico
invertido de contraste de fase e o meio de cultura foi trocado a cada trés ou quatro
dias, de acordo com a necessidade. Quando foi obtido 80% de confluéncia, as
garrafas foram lavadas com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) e
desprendidas com 1,0mL da solucéo tripsina/EDTA 1:250 (Gibco). Apos incubagéo
por cinco minutos em estufa, a tripsina foi inativada com meio DMEM completo. A

suspensao contendo células foi centrifugada a temperatura de 22°C a 1500 rpm por



10 minutos em tubos Falcon de 15mL (TPP, Trasadingen, Suica). O sobrenadante
foi desprezado e o pellet ressuspendido em 5,0mL de meio completo. Foram
realizadas contagem, viabilidade celular e novo plagueamento para expansao

celular. As culturas foram mantidas até a sexta passagem.

Avaliacao da morfologia celular

A morfologia celular nos frascos de cultura foi observada diariamente em
microscopio invertido e registradas em fotomicrografia digital. Adicionalmente,
aliquotas de células obtidas de culturas com 24 horas, 48 horas e 15 dias apos a
coleta foram plaqueadas 1x10° células/poco em 2 placas de cultura de 6 pocos
(Sarstedt) contendo laminulas para miscroscopia (Sarstedt). As laminulas foram
distribuidas aleatoriamente para avaliagdo da morfologia celular por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e microscopia de for¢ga atdbmica (MFA).

O meio de cultura foi retirado 48 horas apés o plaqueamento, os pogos foram
lavados trés vezes com solucdo PBS e posteriormente as células foram fixadas com
solugédo de glutaraldeido 5% em tampéao fosfato 0,1M (1:1) durante uma hora em
temperatura ambiente. As amostras foram lavadas em tampao fosfato cinco vezes
de 10 minutos cada e desidratadas em bateria de alcool (30%, 50%, 70%, 80%,
90%) até alcool absoluto, em intervalos de 10 minutos. As amostras destinadas a
MFA foram entado avaliadas apos a desidratagao. As laminulas restantes passaram
pela secagem no aparelho Secador de Ponto Critico (CPD 030, Bal-Tec), foram
metalizadas com ouro (Metalizador Balzers, FDUO10) e observadas para registro

fotografico no microscopio eletrénico de varredura (LEO, VP1430).

Diferenciacdo osteogénica

Células da quarta passagem foram desprendidas com tripsina, contadas e
plaqueadas na concentracdo de 1 x10° células/pogo, em placa de 6 pogos. Foi
adicionado 3mL de meio de cultura DMEN enriquecido com 10% de SFB, 107®
mol/mL de dexametasona (Sigma), 5,0ug/mL de acido ascorbico 2-fosfato (Sigma),
10,0mmol/L de B-glicerofosfato (Sigma) e a placa foi incubada a 37°C por quatro
semanas. O meio foi trocado a cada 3 ou 4 dias, de acordo com a necessidade.

No 7° 14° 21° e 30° dia apds inducdo da diferenciagdo, os pogos foram

lavados trés vezes com PBS e corados durante cinco minutos com vermelho de



Alizarina (Sigma) a temperatura ambiente, lavados com agua destilada e observados

em microscopio invertido quanto a deposigao de calcio na matriz extracelular.

Imunofenotipagem das CTM

As células da quarta passagem foram desprendidas com tripsina, centrifugadas
e ressuspendidas em PBS para incubacdo em placas de 96 pocos (TPP), na
concentracdo de 1 x 10° células/pogo. As amostras foram incubadas individualmente
com os anticorpos primarios anti-CD45 (clone 69 mouse), anti-CD90 (clone Ox-7
mouse), anti-CD73 (clone 5 F/B9 mouse) e anti-CD54 (clone 1A29 mouse) [BD
Bioscience, San Jose/CA, USA] por 30 minutos a 4°C. Posteriormente, as células
foram lavadas com PBS e incubadas com o anticorpo secundario conjugado com
fluorocromo Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Carlsbad/CA, USA) sob as mesmas
condigdes anteriores. Como controle negativo de fluorescéncia, também foi
adicionado o anticorpo secundario as células ndo marcadas com o anticorpo
primario. Células sem qualquer tipo de marcacdo foram fixadas e utilizadas para
gerar o grafico de tamanho versus granulosidade para estabelecer a populagao a ser
analisada. A leitura foi feita usando citbmetro de fluxo FACScan (Becton-Dickinson
Immunocytometry System, San Jose/CA, EUA). Foram adquiridos 30.000 eventos,
utilizando o software CELLQuest®. Os resultados foram plotados em forma de

histograma e analisados no programa FlowJo (FlowJo 7.6.3%).

Nanomarcacao das CTM

Células de quarta passagem, que nao foram submetidas as etapas de
diferenciagdo e imunofenotipagem, foram incubadas com o Cell Labeling Kit
Qtracker 655® (Invitrogem) segundo recomendacdes do fabricante.

Aliquotas das células marcadas foram obtidas 2 horas, 24 horas e 7 dias ap6s
a nanomarcagdo para avaliagdo a fresco em microscopia de fluorescéncia.
Paralelamente, foram obtidos os pellets celulares e incluidos em resina (HistoResin®
Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha) para avaliagdo em microscopia de
fluorescéncia. Nas amostras processadas histologicamente as l|aminas foram
contracoradas com DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole - Invitrogem) para a

identificacdo do nucleo.



RESULTADOS

A técnica de coleta da medula 6ssea, apds remocgao dos fémures e lavagem do
canal medular, demonstrou ser um método rapido e de facil execucdo. A quantidade
de células mononucleares obtidas foi sempre superior aquela minima preconizada
para se iniciar o cultivo e a viabilidade celular inicial foi em média de 92,70%.

No primeiro dia de observagcdo foram visualizadas inumeras células com
formato arredondado, em suspensao no meio de cultura, ndo permitindo identificar o
tipo celular. Notou-se apenas que eram células mononucleares (figura 1A). As
culturas comegaram a apresentar células aderentes, com morfologia fibroblastoéides,
24 horas ap06s o plagueamento no meio DMEM completo (figura 1B).

As trocas do meio de cultura permitiram a remocao das células ndo aderentes
da cultura. Apés 5 dias de cultura foi observado confluéncia de 80% (figura 1C e
1D), sendo entao realizada a primeira passagem. Foram necessarios intervalos de 3

a 5 dias para os demais plaqueamentos até a obtengdo da quarta passagem.

A B
100 ym 100 um
C D
100pm ¢ ; 50 um
— / s 0 ——

Figura 1 — Fotomicrografias da cultura celular obtidas em microscopio optico invertido. A) Células
observadas apods a coleta da medula 6ssea de ratos exibindo morfologia arredondada. B) Presencga
de células aderentes, com morfologia fibroblastoide (seta), 24 horas apds o inicio da cultura. C)
Grande numero de células com morfologia fibroblastoide observadas 72 horas apds o inicio da

cultura. D) Maior aumento da figura 1C demonstrando, claramente, a morfologia fibroblastoide.
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A microscopia eletronica de varredura confirmou a morfologia fibroblastéide das
células em todas as placas/laminas de cultivo desde as fases iniciais da cultura
(figura 2A e 2B). As células ndo aderentes ndo foram observadas na MEV, pois
foram removidas durante as lavagens realizadas no processamento do material.
Foram observadas col6nias provenientes de UFC nas amostras de culturas com 48
horas (figura 2C). Na avaliagao de células com 15 a 20 dias em cultura (células da
quarta passagem), observou-se a disposicdo das células em monocamada e a

manutengdo da morfologia alongada semelhante a fibroblastos (figura 2D).

%

Figura 2 - Fotomicrografias da cultura celular obtidas em microscépio eletrébnico de varredura. A)
Célula exibindo grande numero de prolongamentos para adesdo ao substrato, com morfologia
alongada, 24 horas apds o cultivo primario. B) Pequeno numero de células exibindo morfologia
fibroblastoide 24 horas apds o cultivo primario. C) Presenca de unidade formadora de colénia (UFC) e
aumento da celularidade 48 horas apds o cultivo primario. D) Células em monocamada e com

morfologia fibroblastdide observadas na quarta passagem.

Em todas as culturas, independente do animal doador da medula éssea, a
viabilidade celular foi maior que 95,50% nas avaliagbes realizadas a cada

passagem.
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As culturas submetidas a diferenciagdo osteogénica apresentaram pontos de
calcificagdo da matriz a partir dos sete dias. Nodulos mineralizados e células com
morfologia arredondada, semelhante a osteoblastos foram observados a partir do
14° dia (figura 3A e 3B).

Figura 3 - Fotomicrografias das células submetidas a diferenciagdo osteogénica. A) Culturas
submetidas a diferenciagdo osteogénica apresentando calcificagdo da matriz e ndodulos de
mineralizacdo, corados pelo vermelho de Alizarina. B) Agrupamentos de células com morfologia
arredondada (circulos), semelhante a osteoblastos.

As amostras da cultura na quarta passagem revelaram expressao negativa
para CD45 (83,09%) e positiva para CD54 (93,83%), CD73 (70,44%) e CD90
(98,82%), caracterizando as células cultivadas como CTM (figura 4).

s B 5 C
CD 45 cD54

16,91% w B

=
Evenns
—

[H
na-u

' w o [ ot

"
na-n

Figura 4 - Avaliagédo da frequéncia de CD45, CD54, CD73 e CD90 por citometria de fluxo em células-
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tronco mesenquimais oriundas da medula éssea de ratos Wistar. A) Grafico de pontos demonstrando
a populagéao celular selecionada para estudo (R1). Histograma da fluorescéncia das células marcadas
com anticorpo anti-CD45 (B), anti-CD54 (C), anti-CD73 (D) e anti-CD90 (E), mostrando o numero de
células marcadas em valores percentuais. O eixo X representa a escala de fluorescéncia, sendo

considerado positivo quando as células ultrapassam 10". O eixo Y indica o nimero de células
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avaliadas (eventos). O grafico aberto representa o controle negativo e o grafico vermelho refere-se as

células-tronco marcadas com os anticorpos.

Foi observada alta fluorescéncia citoplasmatica (cor vermelha) nas células
nanomarcadas com Qtracker 655®, em todos os momentos de avaliagao, tanto nas
amostras a fresco, obtidas apods a tripsinizagcdo, quanto no pellet processado

histologicamente (figura 5).

Figura 5 - Fotomicrografias da cultura celular obtidas por microscopia de fluorescéncia. A) Amostra
da suspensdo de células apds desprendimento com a tripsina. As células apresentam morfologia
arredondada com a presenca de cristais fluorescentes no comprimento de onda 655 (vermelho). B)
Pellet celular processado histologicamente evidenciando os cristais fluorescentes no citoplasma das

células. Os nucleos apresentam colocaragao azul devido a marcagao com DAPI.

A utilizagdo do microscopio de for¢ca atdbmica (MFA) permitiu caracterizar a
superficie irregular da célula, com o delineamento da regido nuclear e dos
prolongamentos citoplasmaticos que auxilia na adeséo da célula ao substrato (figura
6).

o & 7w o = @ & ® u?n
Figura 6 - Fotomicrografia em 3D obtida por microscopia de forga atémica. Superficie irregular da
célula, evidenciada pela variagdo da escala de cor. As regides mais elevadas estdo representadas na

coloragéo branca e as mais proximas da superficie de cultura estdo na coloragéo preta. As células
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apresentam varios prolongamentos citoplasmaticos, sendo aqueles que se fixam na placa de cultivo
0s que apresentam menor elevacgao (seta branca) e aqueles que interagem com outras células sao

mais elevados (seta preta).

DISCUSSAO

As CTM séo isoladas de diversos tecidos, como o tecido adiposo (Gronthos et
al. 2001, Lin et al. 2010), a polpa dentaria (Gronthos et al. 2000), o corddo umbilical
(Romanov et al. 2003, Wang et al. 2004) e a medula éssea (Friedenstein et al. 1970,
Pittenger et al.1999). A medula dssea é a fonte mais utilizada na medicina humana,
sendo colhida por aspiragdo na crista iliaca (Pittenger et al.1999). Na medicina
veterinaria os principais sitios de coleta sao a crista iliaca, as esternébras, a tibia e o
fémur (Kadiyala et al. 1997, Ringe et al. 2002, Del Carlo et al. 2007), sendo estes
dois ultimos os mais utilizados em experimentagao animal (Bianco et al. 2001) e o
realizado no presente trabalho.

A populacdo de CTM presente na medula 6ssea € uma pequena porcdo das
células coletadas, por isso € necessario a utilizacdo da técnica de cultivo celular
para expansao das CTM (Barry e Murphy 2004). Para acelerar o processo de
isolamento, as células da medula éssea podem ser fracionadas com uma solugéo de
gradiente de concentracdo como o Percoll ou Ficoll (Pittenger et al. 1999, Lodie et al.
2002, McBride et al. 2003, Semedo et al. 2009), no entando para isolamento de CTM
da medula éssea de ratos e camundongos nao € necessario a utilizagdo desta
etapa, visto que nao sao observados dferengas entre o tempo de plaqueamento
inicial e a obtencdo de CTM isoladas em cultura quando se compara a utilizagado de
gradientes de concentragdo ou o plaqueamento direto de toda a populagdo da
medula éssea (Meirelles e Nardi 2003, Monteiro 2009, Semedo et al. 2009).

Utilizou-se a concentracéo inicial de 2x10° cel/cm?, recomendada por Meirelles
e Nardi (2003), que permitiu a confluéncia no 5° dia de cultivo. A concentragcéo
minima para plaqueamento é de 1x10%el/cm? (Pittenger et al. 1999) e a taxa de
crescimento da cultura depende do tecido de origem, individuo e espécie doador e
densidade celular de plagueamento inicial (Bydlowski et al. 2009), no entanto,
utilizando-se a mesma concentracdo inicial ndo observamos diferenga nos
resultados de Nardi e Meirelles (2006) e Monteiro (2009) em culturas de CTM da

medula éssea de camundongos.
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As células aderentes observadas no cultivo ndo representam exclusivamente
CTM, pois fibroblastos, macréfagos e algumas células da linhagem hematopoiética
podem aderir a placa de cultivo e crescer com caracteristicas morfolégicas
semelhantes a CTM (Schrepfer et al. 2007, Bydlowski et al. 2009). A propriedade de
aderéncia a placa de cultura nao é suficiente para considerar a populagao celular
purificada como CTM (Phinney et al. 1999), pois fibroblastos e macréfagos (Ortega
et al. 2000, Domicini et al. 2006) aderem a placa de cultivo e permanecem até a
décima passagem (Schrepfer et al. 2007).

As células com formato arredondado, em suspensdo no meio de cultura,
possivelmente células sanguineas, células indiferenciadas da linhagem
hematopoiética (CTH), endoteliais (CTE) e, até células mortas, foram removidas com
trocas de meios e passagens, até se obter uma populagdo celular com
caracteristicas morfolégicas homogéneas (Martin et al. 1997, Bydlowski et al. 2009).

As avaliagbes realizadas em MEV e MFA exibiram com maior riqueza de
detalhes a morfologia fibroblastoide e a distribuigdo das células em cultura, contudo,
nao sao essenciais para comprovagao da caracteristica morfoldgica, uma vez que
analise em microscopio invertido permite essa observagao.

As etapas de caracterizacado celular foram realizadas apos 15 a 20 dias do
plagueamento primario, em células da quarta passagem, pois apos este periodo
ocorre maior homogeneidade da cultura (Bydlowski et al. 2009) e as células da
linhagem hematopoiética, que poderm permanecer por 12 a 16 dias na cultura, sdo
eliminadas (Martin et al. 1997).

Apoés cinco dias em meio osteogénico, as células mudaram da aparéncia
fibroblastica alongada para uma forma arredondada, morfologicamente semelhante
a osteoblastos (Pittenger et al. 1999, Barry e Murphy 2004, Nardi e Meirelles 2006) e
a partir do 7° dia foi observada matrix extracelular mineralizada, o que permite a
comprovacdo da diferenciagdo precoce das CTM em osteoblastos, pois em
presencga ao B-glicerolfosfato, acido ascorbico, dexametasona e soro fetal bovino no
meio de cultivo CTM diferenciam-se em células com morfologia osteoblastica,
apresentam atividade aumentada de fosfatase alcalina e depositam matrix
extracelular mineralizada rica em calcio (Barry e Murphy 2004, Nardi e Meirelles
2006, Ocarino et al. 2008, Tapp et al. 2009).
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Os niveis altos de CD90 e CD54 encontrados, ambos acima de 90%, sdo os
mais fidedignos para permitir a conclusdo de que as células avaliadas pela
citometria de fluxo sdo CTM, uma vez que, segundo Ocarino et al. (2008) e Kode et
al. (2009), as células hematopoiéticas e fibroblastos, que podem estar presentes no
cultivo, ndo expressam esses marcadores.

A presenga de pequena porcentagem de expressdao de CD45 (16,91%)
observada na avaliagdo fenotipica demonstra a presenca de células da linhagem
hematopoiética (Donovan e Koretzky 1993, Phinney et al. 1999, Domicini et al. 2006)
na quarta passagem, mesmo que em pequena quantidade, pois segundo Schrepfer
et al (2007), estas células ndo sdo removidas suficientemente até a décima
passagem.

A aderéncia em placa de cultura com morfologia fibroblastéide,
imunofenotipagem e capacidade de diferenciacdo em cultura sob estimulos
especificos, caracterizam como CTM as células cultivadas, na presente pesquisa, de
acordo com o estabelecido pela ISCT. A obtencdo destas células em um curto
periodo de tempo associada a facilidade das técnicas de obtencdo da medula 6ssea
e manipulacdo da cultura celular sdo aspectos que referendam o protocolo
apresentado.

Os nanocristais fluorescentes utilizados no presente trabalho apresentaram
excelente marcacao celular, podendo ser observados em amostras a fresco, obtidas
diretamente da suspensao celular apds tripsinizagao; e em pellets celulares incluidos
em resina acrilica para histologia. O protocolo para marcagdao das células com
Quantum dots foi rapido, de facil execugcdo e proporcionou 6timos resultados,
apresentando alta fluorescéncia e mantendo a marcacdo das culturas incubadas
com o Cell Labeling Qtracker 655® durante todo o periodo de execugéao do trabalho.

Para os grupos de pesquisa que nao dispéem de animais transgénicos para o
gene repodrter GFP (green fluorescent protein), a dependéncia da aquisicdo de
células GFP positivas e o custo das mesmas pode inviabilizar a pesquisa. Ja a
nanomarcag¢ao demonstrada neste trabalho, € um método simples e eficaz para as

etapas in vitro e que ainda permite o acompanhamento das CTM em estudos in vivo.
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CONCLUSAO

O protocolo proposto permite a obtencdo de CTM apds 20 dias de cultivo,
sendo viavel para o transplante. As etapas de diferenciacdo e caracterizagao
comprovam que as células cultivadas sao células-tronco mesenquimais.

Os resultados do trabalho demonstram a eficacia dos procedimentos de coleta
e cultivo de CTM de ratos Wistar e a viabilizacdo desse tipo celular para estudos in
vitro e in vivo, sendo possivel 0 acompanhamento destas células nos processos de

migracgao celular e reparagao de lesdes de diferentes naturezas.
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Estudo comparativo entre o tratamento de lesdo medular compressiva
com células-tronco mesenquimais e succinato sédico de metilprednisolona,

em ratos Wistar

RESUMO

Terapias efetivas para tratar a medula espinal apds lesdao permitindo a
recuperacao do paciente ainda estdo em estudo. O tratamento mais utilizado em
humanos, nas primeiras horas apos a lesdo medular, € a administragcao de altas
doses de succinato soédico de metilprednisolona (SSMP). A terapia celular é
considerada uma opg¢éo promissora para lesdes do sistema nervoso central (SNC),
sobretudo com a utilizagdo de células-tronco (CT), com resultados satisfatérios em
varios modelos experimentais. O presente trabalho comparou o tratamento utilizando
SSMP e o transplante de CT mesenquimais (CTM), 3 horas apds o trauma medular
compressivo. As CTM foram obtidas da medula 6ssea de cinco ratos Wistar e
caracterizadas segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT). A
lesdo espinal compressiva foi realizada com insuflagdo de 15uL do cuff do cateter de
Forgat n.° 2 Fr. no espago epidural T8 durante 5 minutos. Os animais foram
alocados em 3 grupos distintos, com 10 animais em cada. O grupo controle (GC)
recebeu solugcdo PBS; o grupo metilprednisolona (GM) recebeu SSMP, e o grupo de
CTM (GCT) recebeu 1x10” cels/mL de CTM indiferenciadas alégenas, todos por via
endovenosa, 3 horas apds a lesdo espinal. Foi realizada avaliagdo motora com a
escala de Basso-Beattie-Bresnehan (BBB), semanalmente, até o 35° dia apds a
lesdo. Em seguida, foi realizada avaliagado histolégica da area da lesao, area total e
percentual de area preservada nos fragmentos craniais e caudais a area de lesao
macroscopica e no fragmento contendo a lesdo macroscépica. Células contendo
marcadores fluorescentes foram observadas no tecido medular afetado 35 dias apds
a lesédo no grupo GCT. Os animais do grupo GCT apresentaram melhora funcional
precoce (7 dias apos lesédo) e obtiveram indice total de recuperacdo duas vezes
maior que os demais grupos. Adicionalmente, o percentual de tecido medular
preservado na perfieria da lesdo foi maior no GCT. O grupo GM n&o apresentou

diferencas em nenhum dos pardmetros avaliados em relacdo ao controle. Conclui-se
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que administracao de CTM aldégenas nao acarreta rejeicao, promove incremento da
funcdo motora e preserva o tecido nervoso apds lesdo espinal. Ademais, nao

demonstrou-se beneficios com a utilizacdo do SSMP apds o trauma raquimedular.

Palavras-chave: Trauma raquimedular, terapia celular, recuperacdo motora,

corticoides

Neurological and histological evaluation in wistar rats treated with mesenchymal

stem cells or methylpredinisolone after spinal cord compression
ABSTRACT

Advances in medical and surgical care, current clinical therapies for spinal cord
injury (SCI) have limited effectiveness. The most common treatment in humans, in
the first hours after SCI, is the administration high doses of methylprednisolone (MP).
However, studies show that does not aid in injury recovery and can cause
complications due to the high dose used. Cell therapy is considered an option
promising for lesions of the central nervous system, particularly stem cells after
experimental animal models showed the transplantation of bone marrow-derived
cells results in amelioration of the functional deficit in various neurological diseases.
This work evaluated the transplantation of mesenchymal stem cells (MSCs), 3 hours
after SCI, compared with treatment using MP. MSCs from rat bone marrow were
cultivated and expanded in vitro, characterized by flow cytometry and submitted to
steogenic differentiation in vitro, until transplantation. Spinal cord injury was
performed with 2-Fr Fogarty catheter after T9-T10 laminectomy. The animals were
divided into three distinct groups. The control group (CG) received PBS intravenously
3 hours after spinal cord injury, group MP (GM) received MP, and the group of MSC
(GCT) received 1x10” cells/mL MSCs from fourth to sixth passage of cell culture,
both by the same route and time interval control. Motor evaluation was performed
with the scale of Basso-Beattie- Bresnehan (BBB), weekly until day 35 after injury.
Histological evaluation was performed of the lesion area, total area and percentage
of the preserved fragments. MSC were observed in tissue 35 days after injury in

group GCT, which showed functional improvement early (7 days after injury) and
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obtained index total recovery of two times larger than the other groups. Additionally,
the percentage of preserved tissue was higher in GCT. The GM group showed no
differences in the parameters evaluated in compared to control. Administration of
MSC is not alien cause rejection, promotes recovery of motor function and preserves

tissue nervous after SCI. Also, there are no benefits with the use of MP after SCI.

Keywords: Spinal cord injury, locomotor function recovering, cell therapy, corticoids

INTRODUCAO

A lesdo medular espinal acarreta reducéo ou perda da fungcdo motora, sensitiva
e alteracgbes viscerais autonémicas importantes, devido a danos no tecido nervoso e
em seus elementos (Figoni, 1993; Blight, 2000; Furusawa et al., 2003).

A gravidade da lesdo depende da intensidade, velocidade e duracéo de forgas
endogenas ou exdgenas sobre a medula espinal (Bagley et al., 1999). A lesao de
origem enddgena decorre de extrusdo ou protrusdo de disco intervertebral, fraturas
patolégicas, anormalidades congénitas e instabilidade. Fatores exdgenos incluem
acidentes automobilisticos, lesées por armas de fogo, objetos penetrantes e quedas
(Braund et al., 1990; Bagley et al., 1999; Guzen et al., 2009).

O trauma agudo acarreta déficits neuroldgicos pela interrupgao direta das vias
neuronais e por alteracdes subsequentes que ocorrem por um periodo de horas até
dias apo6s a lesado primaria. Frequentemente, a lesdo primaria ndo é suficiente para
causar dano permanente, mas desencadeia eventos secundarios progressivos que
agravam a leséo inicial (Braund et al., 1990; Bergman et al., 2000a; Mallei et al.,
2005). Essas lesdes secundarias geram uma cascata de fendmenos bioldgicos,
desencadeados pelo trauma inicial, que se caracterizam por: edema, alteragdo da
perfusdo e do fluxo sanguineo, liberagado de fatores de crescimento, influxo celular
de calcio, peroxidagao lipidica e, por fim, necrose tecidual (Tator e Fehlings, 1991;
Young, 1995).

Poucos recursos cirurgicos e farmacolégicos estao disponiveis e nenhum é
capaz de reverter totalmente os danos neuroloégicos apds a lesédo espinal (Gebrin et
al., 1997b). A terapéutica cirurgica limita-se a descompressao da medula espinal,

retirada de fragmentos e estabilizagdo da coluna vertebral (Pratt et al., 1990). Na
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terapia medicamentosa, estudos indicam que as lesées da medula espinal podem
ser minimizadas por farmacos, desde que administradas em curto espago de tempo
apo6s o trauma (Gebrin et al., 1997a). Farmacos moduladores das respostas
endogenas a lesdo estdo sendo progressivamente introduzidas, a fim de interromper
0s mecanismos fisiopatolégicos secundarios a lesdo medular (Ferrari et al., 1995;
Carvalho et al., 2008).

Os corticostedides, como a metilprednisolona, sdo amplamente utilizados no
tratamento da lesdo medular, apesar dos mecanismos de agao nao serem bem
entendidos, nem universalmente aceitos. Esta classe medicamentosa é considerada
tratamento padrao apos lesdo medular aguda em humanos e pacientes veterinarios
(Rabchevsky et al., 2002; Arias et al., 2007), embora ndo seja consenso entre os
profissionais (Hurlbert, 2000).

Frente as controvérsias e os resultados divergentes com farmacos, diferentes
tipos de abordagens para o tratamento de pacientes com lesédo espinal estdo sendo
estudados, destacando a terapia bioldgica, que consiste na utilizacdo de células
progenitoras (células-tronco), fatores genéticos e estimuladores de proliferagao
celular (Cizkova et al., 2006; Cristante, 2007; Vitellaro-Zuccarelo et al., 2007).

O transplante com células-tronco (CT) € uma das opgdes promissoras, devido
a capacidade das CT em crescer e se diferenciar em componentes dos diferentes
tecidos do organismo. O transplante com CT mesenquimais (CTM) tem sido utilizado
experimentalmente com o objetivo de substituir o tecido nervoso lesionado ou
promover um meio favoravel a regeneracao tecidual do sistema nervoso central
[SNC] (Blight, 2000; Jeffery et al., 2001).

A utilizagdo de precursores de oligodendrocitos obtidos a partir de células-
tronco embrionarias é recente e os estudos estdo em primeira fase de utilizagdo em
pacientes humanos (Sharp et al.,, 2010), e até se consolidarem os resultados, as
CTM séo o tipo celular empregado, devido seu potencial terapéutico e imunologico
(Cho, et al., 2009). Adicionalmente, foi demonstrado pluripoténcia de CTM da
medula 6ssea, que se diferenciam em linhagens de células neurais quando em
condigdes apropriadas in vitro, como a adigao de p-mercaptoetanol, forskolin ou fator
de crescimento de fibroblastos [bFGF] (Woddbury et al., 2000; Lu et al., 2005; Deng
et al, 2006).
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O presente estudo comparou o transplante de CTM da medula 6ssea e o
tratamento com SSMP através da avaliagdo da recuperagao da fungao motora e
modificagdes histologicas na medula espinal de ratos Wistar apds lesdo medular

compressiva.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 36 ratos Wistar, machos, pesando entre 250 e 300g, oriundos
do Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa para o estudo in vivo; e cinco
ratos Wistar, machos, de 4 semanas de vida para coleta da medula dssea.

Grupos de cinco animais foram alojados em caixas, sob condi¢ées de umidade
e temperatura controladas, fotoperiodo de 12 horas e receberam agua e ragéo
comercial ad libitum durante todo o periodo experimental.

O presente trabalho foi realizado de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de

Vigosa sob o parecer n.° 2/2010.

Cultivo e preparacéo das células para transplante

As medulas 6sseas dos cinco ratos foram coletadas dos fémores e cultivadas
com meio DMEM completo (meio base Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, baixa
glicose, 3,7g/L de bicarbonato de sodio e 10-15mM HEPES-acid-free com adi¢do de
20% de soro fetal bovino) em estufa a 37°C, com 5% de CO,, até obtengdo da sexta
passagem. As culturas foram monitoradas, diariamente, com auxilio de microscépio
Optico invertido de contraste de fase e o meio de cultura foi trocado a cada trés ou
quatro dias.

Para o transplante das células, foram utilizadas células da quarta a sexta
passagem, na concentracdo de 1x10” células/mL de PBS por animal. As células
foram previamente incubadas por 60 minutos, a 37°C, com Qtracker Cell Labeling
655® (Invitrogem, California, EUA), segundo recomendacdes do fabricante.

As células marcadas foram tripsinizadas e centrifugadas para a obtengao do

pellet celular. O pellet foi ressuspendido em PBS e aliquotas de 1x10’ células foram
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preparadas em 1,0mL de PBS, centrifugadas e armazenada em caixa de isolamento
térmico até o momento da aplicagdo endovenosa.

Duas doses extras foram preparadas para avaliacdo a fresco em microscopio
de fluorescéncia e para inclusdo do pellet celular em resina acrilica (HistoResin®
Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha) para comprovar a eficacia da
nanomarcagao. Nas amostras processadas, histologicamente, as laminas foram
contracoradas com DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole, Invitrogem, CA, USA) para
a identificagao do nucleo e avaliadas por microscopia de fluorescéncia.

Células na quarta passagem foram submetidas aos testes de diferenciagcéo
osteogénica em meio DMEN enriquecido com 10% de SFB, 10® mol/mL de
dexametasona, 5,0ug/mL de a&acido ascorbico 2-fosfato, 10,0mmol/L de f-
glicerofosfato. No sétimo, 14°, 21° e 30° dias apods inicio da diferenciagdo as
culturas foram fixadas em paraformaldeido e coradas com Vermelho de Alizarina e
Von Kossa para identificar deposicao de calcio.

Na imunofenotipagem, as amostras de células da quarta passagem foram
incubadas com os anticorpos primarios anti-CD45 clone 69 mouse, anti-CD90 clone
Ox-7 mouse, anti-CD73 clone 5 F/B9 mouse e anti-CD54 clone 1A29 mouse (BD
Bioscience, San Jose, CA, USA) por 30 minutos a 4°C. Posteriormente, as células
foram lavadas com PBS e incubadas com o anticorpo secundario conjugado com
fluorocromo Alexa 488 sob as mesmas condicdes anteriores. As amostras foram

analisadas usando citdmetro de fluxo FACScan e software CellQuest®.

Lesdo medular

Os animais receberam analgesia pré-empitiva com fentanil (0,3mg/Kg/IM),
foram sedados com Diazepan (2,5mg/Kg/IP) e anestesiados com Isofluorano em
circuito anestésico com oxigénio 100%. Foi realizada antimicrobianoprofilaxia com
enrofloxacina (10mg/Kg) por via intramuscular.

Apods a tricotomia ampla do dorso e da antissepsia da pele com solucdo de
Povidine®, foi realizada incisdo de 5cm na linha média dorsal, tendo como referéncia
0S processos espinhosos da oitava vértebra toracica (T8) a primeira vértebra lombar
(L1). O tecido subcutaneo foi incisado, seguido do afastamento subperiostal da

musculatura paravertebral, com uso de lamina de bisturi n.° 11.
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A nona e a décima vértebras toracicas (T9 e T10) foram identificadas por meio
da contagem dos arcos costais e, sob magnificagdo com microscoépio cirurgico, foi
realizada laminectomia da vértebra toracica nove (T9) e dez (T10) com broca trefina
de 4mm de didametro em perfuratriz elétrica. A duramater foi mantida integra e a
medula espinal foi exposta e avaliada sob magnificagdo para comprovar integridade
apods a remogao do arco dorsal.

Para promover a lesdo espinal compressiva, um cateter de Forgaty n. 2 Fr foi
introduzido no espaco epidural e conduzido, cranialmente, até o segmento medular
T8-T9. O cuff do cateter foi insuflado com 15uL de solugado salina e mantido desta
forma por cinco minutos, realizando a compressao da medula.

O cateter foi removido apos esvaziamento do cuff seguindo-se a aproximagéo
da musculatura e tecido subcutdneo em planos anatémicos com fio vicril 4-0, em
padrao simples continuo e dermorrafia com mononailon 3-0, em padrao colchoeiro.

Os animais foram avaliados 24 horas apds o procedimento para observar a
presenca da paraplegia. Foram incluidos no experimento apenas os animais com
manifestagbes simétricas.

ApOs a cirurgia, os animais foram alojados em trios para reduzir o estresse de
isolamento e receberam analgesia com morfina (5mg/Kg/SC), a cada 4 horas, por 3
dias. Os animais permaneceram no biotério sob as mesmas condigbes de

temperatura e fotoperiodo anteriores ao procedimento cirurgico.

Grupos e tratamentos

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos de 10 animais e
receberam tratamentos distintos apds a inducéo da lesao:

- Grupo Controle (GC): administragcdo de 1mL de solugdo PBS, por via
endovenosa, trés horas apds a lesao;

- Grupo Metilprednisolona (GM): administracdo de 1mL (30mg/Kg) de succinato
sodico de metilprednisolona (SSMP - Solu-Medrol®, Pfiser, Puurs, Bélgica), por via
endovenosa, trés horas apos a lesao;

- Grupo CTM (GCT): administragdo de 1x10’células/mL de PBS, por via
endovenosa, trés horas apos a inducéo da lesdo espinal.

Todos os animais foram acompanhados diariamente por 35 dias apds a leséo

espinal. Neste periodo foi realizada a avaliagao da fungao motora semanalmente. Ao
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35° dia, apds a eutanasia dos animais, foi coletada a medula espinal para avaliagao
histoldgica.

As doses contendo 1x10’ células/mL de PBS foram ressuspendidas no
momento de aplicagéo e injetadas na veia lateral da cauda ou safena lateral, de
acordo com a facilidade de apresentacao. Mesmo acesso foi utilizado para aplicagao
do PBS e SSMP.

Avaliacao Neurologica

A avaliagao da funcdo motora foi realizada anteriormente a indug¢ao da lesao
espinal, 24 horas pods-lesdo e, semanalmente, até o 35° dia pds-lesao, utilizando-se
a escala de Basso, Beatie e Bresnahan (BBB).

Dois avaliadores observaram os movimentos das articulagbes coxofemoral,
fémoro-tibio-patelar, tibio-tarsica, a posicdo do tronco, cauda e dos membros
pélvicos durante a caminhada dos animais em campo aberto e, classificaram os
animais no escore de zero a 21, segundo Basso et al. (1995), sendo zero o
correspondente a auséncia total de movimentos e 21 a presenca de movimentos
normais dos membros pélvicos.

Apos a lesdo medular, pressao manual da bexiga foi realizada oito vezes ao dia
até o restabelecimento do reflexo de esvaziamento da bexiga. Os ratos foram
monitorados quanto a evidéncia de hematuria, infecgdo do trato urinario ou outros

sinais de doenca sistémica.

Avaliacdo Histologica

No 35° dia pos-lesdo (dplm), apds a eutanasia dos animais em céamara
anestésica com isofluorano, foram realizadas infusdes intracardiacas de solugao
fisiologica (NaCl 0,9%) heparinizada, seguida de solugdo de Karnovisk
(paraformaldeido 4% em tampado fosfato, pH 7,4 e glutaraldeido 2,5%).
Posteriormente, a medula foi cuidadosamente removida do canal espinal e um
fragmento de 5 cm de comprimento, contendo a lesdo macroscopica ao centro, foi
mantido em solugcao de Karnovisk a 4°C por 24 horas. Transcorrido esse periodo, o
material foi acondicionado em alcool 70° e processado para avaliagao histologica.

Em cada grupo, dez amostras de medula foram coletadas, das quais oito foram

incluidas em paraplast e cortadas com espessura de 5um transversalmente ao plano
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sagital mediano, em duplicata, para coloracdo de Hematoxilina-Eosina; e duas
amostras incluidas em resina acrilica e cortadas, transversalmente, com espessura
de 3um para avaliagdo em microscopia de fluorescéncia, objetivando verificar a
presenca de fluorescéncia das células transplantadas.

Previamente a inclusao, as dez amostras de cada grupo foram seccionadas em
trés fragmentos: porg¢ao cranial a lesdo macroscoépica, por¢cao da lesdo e porgao
caudal a lesdo macroscoépica. O fragmento da lesdo foi dividido em dois a partir do
epicentro da lesdo.

As laminas foram avaliadas e fotografadas em microscépio ético Nikon Eclipse
80i (Nikon Instruments Co., Melville, EUA) para posterior analise no software Image-
Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Bethesda, EUA).

As imagens para analise foram obtidas nas seccbes transversais da medula
espinal, sendo que para cada animal obteve-se: 12 sec¢des da porcao cranial; 24 da
lesao; e 12 da porcéo caudal, todas com intervalo de 50um entre os cortes.

Foi realizado estudo morfométrico com obtengédo de dados da area total (area
seccional externa total da medula), area lesionada (contida dentro da total, composta
por formacao cistica, cavitacdo, gliose, edema axonal e perda da organizagao
tecidual) e percentual de tecido preservado (relagdo da area preservada sobre a
total) em cada lamina.

As laminas foram adicionalmente avaliadas em microscépio fluorescente para
identificacao de fluorescéncia vermelha no comprimento de onda 655, indicativo da
presenca das células transplantadas com o nanocristal fluorescente (Qtracker
655®).

Analise estatistica

Os valores numéricos da avaliagdo neurolégica da recuperagcdo da funcéo
motora através do teste BBB, nos momentos 1°, 7°, 14°, 21°, 28° e 35° dias pos-
lesdo, em cada um dos grupos (GC, GM e GCT), foram submetidos ao teste de
normalidade de Lilliefors e de homogeneidade de variancias de Cochran e Bartlett.

Foi realizado o teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis, seguido do teste de
comparag¢des multiplas de Dunn, caso houvesse diferenca significativa entre os

grupos ou dentro de um mesmo grupo.
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Os valores de area total, area de lesao e percentual de tecido preservado
foram avaliados pelos mesmos testes anteriores.

Foi adotado o nivel de significancia de 0,05 (a=5%) e niveis descritivos (p)
inferiores a esse valor foram considerados significantes e representados por

asterisco (*).

RESULTADOS

As células cultivadas demonstraram aparéncia fibroblastéide em cultura (figura
1A e 1B), 48 horas pos-plagueamento primario, permanecendo durante todo o
periodo de avaliagao in vitro. Foi observada modificagdo morfolégica e calcificagéo
da matriz nas amostras submetidas a diferenciagdo osteogénica nas coloragdes por

Von Kossa (figura 1C) e Vermelho de Alizarina (figura 1D).
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Figura 1. Fotomicrografias das CTM indiferenciadas in vitro com distribuigdo homogénea e morfologia
fibroblastéide (A e B) e sob diferenciagdo osteogénica exibindo calcificagdo da matriz extracelular
(regides negras) evidente sob coloracdo por Von Kossa (C) e ninhos de células arredondadas

(circulos) semelhantes a osteoblastos na coloragéo por Vermelho de Alizarina (D).

As CTM da quarta passagem submetidas a imunofenotipagem com os
anticorpos anti-CD45, anti-CD54, anti-CD73 e anti-CD90 demonstraram expressao

negativa para o marcador de superficie CD45 (83,09%) e positiva para os
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marcadores CD54 (93,83%), CD73 (70,44%) e CD90 (98,82%) na avaliagdo por

citometria de fluxo, conforme a figura 2 ilustra.

« B g C
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Figura 2. Caracterizagcdo das CTM de ratos Wistar por citometria de fluxo. A populagdo escolhida
para analise apresentou 89,9% de homogeneidade. A intensidade de fluorescéncia de cada marcador
de superficie nas CTM indiferenciadas (graficos vermelhos) esta comparada com os isotipos controle
(graficos abertos) e representada em valores percentuais. O numero de células analisadas (eventos)

esta representado no eixo y e a intensidade no eixo x.

As células previamente marcadas com o Q-tracker 655® apresentaram
fluorescéncia citoplasmatica (cor vermelha) no momento anterior ao transplante,
tanto nas amostras a fresco (figura 3A) quanto no pellet processado

histologicamente (figura 3B).

Figura 3. Fotomicrografia das CTM apds nanomarcacao com Q-tracker ®. A) demonstra as células
em suspensao de uma dose de 1x10’cel/mL exibindo fluorescéncia vermelha. B) Células contendo os
cristais fluorescentes vermelho apds processamento histolégico em resina. Os nucleos foram contra

corados com DAPI.
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Trinta animais operados (83,3%) apresentaram paraplegia simétrica, os quais
compuseram o n amostral do presente trabalho. Seis animais operados (16,7%)
apresentaram manifestagdes clinicas assimétricas, sendo quatro com monoplegia
pélvica e dois com paraparesia, portanto ndo foram incluidos nas analises.

Os resultados da avaliagdo da fungcédo locomotora, segundo a escala de BBB
dos ratos, no 1°, 7°, 14° 21°, 28° e 35° dplm, distribuidos em cada grupo, estéo

apresentados em valores absolutos (tabela 1), média e desvio padrao (tabela 2).

Tabela 1. Distribuicdo dos valores do teste de BBB dos 30 animais, divididos em cada grupo, no dia

antes da lesdo medular (pré-cirurgico), 1°, 7°, 14°, 21°, 28° e 35° dia pds-lesao medular.

Pré- 1° 7° 140 21° 28° 35°
Grupo Animal
cirargico dplm dplm dplm dplm dplm dplm
1 21 0 1 2 3 4 5
2 21 0 0 2 3 4 6
3 21 0 0 6 6 7 7
4 21 0 1 3 5 5 6
GC 5 21 0 4 7 9 9 11
6 21 0 0 3 3 4 5
7 21 0 0 0 3 4 6
8 21 0 1 2 3 5 6
9 21 0 1 2 3 5 6
10 21 0 1 3 4 5 5
1 21 0 1 4 4 6 6
2 21 0 1 3 4 5 7
3 21 0 2 3 3 5 6
4 21 0 2 3 3 5 6
GM 5 21 0 3 6 8 11 13
6 21 0 1 2 3 5 6
7 21 0 1 2 4 6 6
8 21 0 1 4 4 5 6
9 21 0 1 2 3 5 6
10 21 0 1 2 4 6 7
1 21 0 1 3 6 8 13
2 21 0 2 6 6 7 9
3 21 0 2 6 8 9 11
4 21 0 3 6 8 11 14
GCT 5 21 0 3 4 6 11 14
6 21 0 2 4 6 8 10
7 21 0 3 4 6 8 10
8 21 0 2 4 6 7 10
9 21 0 3 6 7 11 15
10 21 0 1 6 7 11 14
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Nenhum animal apresentou infeccdo da ferida cirurgica ou alteragbes de
comportamento e apetite durante todo o periodo de avaliacdo apos a inducédo da
les&o medular.

No sétimo dia de avaliagdo, o grupo GCT demonstrou melhora da fungéo
locomotora superior ao grupo controle. Observou-se que o grupo GCT apresentou
diferenga com o grupo GM, a partir do 21° dia de avaliagcédo pés-lesao.

Ao final do tratamento, o grupo GCT obteve o melhor escore de recuperagéo
da fungdo motora, com diferenga estatistica em comparagdo com os grupos GC e
GM. Além disso, o valor médio do escore atingido pelos grupos GC e GM, no 35°
dplm, foi semelhante ao apresentado pelo grupo tratado com as CTM, no 21° dplm
(tabela 2 e figura 4). N&o foi observada recuperacéo total da fungdo motora (escore
21 da escala BBB) em nenhum dos grupos.

Nas primeiras 24 horas pés-lesdo, todos os animais apresentaram hematuria,
que perdurou em 85% dos animais por 48 horas, sem, no entanto, haver diferenga
estatistica entre os grupos.

Os animais apresentaram retengdo de urina com distensdo da bexiga,
necessitando de massagem para induzir micgao. Essa alteragao perdurou em todos
0s animais nas duas primeiras semanas apds a lesdo medular, independente do
grupo de tratamento. ApOs esse periodo os animais apresentaram moderada
distensdo da bexiga e retornaram a mic¢ado sem auxilio, demonstrando que a leséo

medular foi moderada. Nao foi observada nenhuma correlagédo com os tratamentos.

Tabela 2. Distribuicdo da média e desvio padrdo da avaliagdo funcional de BBB no 7°, 14°, 21°, 28° e

35° dia pos-lesdo medular (dplm) em cada grupo.

Grupo 7°dplm 14° dplm 21°dplm 28° dplm 35°dplm

GC 0,90+1,19 b*C"? 3,00+2,05aBC 4,20+1,98 bAB 5,20+1,61 b*AB"  6,30+1,76 b*A?
GM  1,404+0,69 abC'? 3,10%+1,28 aBC® 4,00+1,49 bBC 5,90+1,85bAB"  6,90+2,18 bA??
GCT 2,204+0,78 a*D'? 4,90+1,19aCD® 6,60+0,84 aBC 9,104+1,72 a*AB' 12,00+2,21 a*A*®

Médias seguidas de letras minusculas iguais na coluna nao diferem entre si, segundo o teste de Kruskal-Wallis
(p<0,05).

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na linha ndo diferem entre si, segundo o teste de Kruskal-Wallis
(p<0,05).

* indica p<0,01 na coluna.

Numeros sobrescritos iguais indicam p<0,01 na linha.
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Figura 4. Recuperacdo da fungdo motora, representada através dos valores médios da escala de

BBB de cada grupo, em intervalo semanal, ao longo de 35 dias apés a lesdo medular.

Na avaliagdo microscopia foi observada necrose extensa e grave nos
fragmentos da lesao, independente do grupo, e presenga de degeneragcido axonal e
cavitacdo nos segmentos adjacentes (fragmento cranial e caudal) ao epicentro da
lesdo,

A avaliagcdo morfométrica da medula foi realizada ao longo de 1,4+0,2 mm
(n=30) de comprimento e, as imagens obtidas das secgdes transversais de cada
fragmento (cranial, lesdo e caudal) estdo apresentadas na figura 5.

Os valores médios de area de lesao e percentual de tecido preservado, dos
oito animais de cada grupo, apresentaram diferenga significativa entre o tratamento
com células-tronco e os demais grupos (tabela 3 e figura 6).

A area de lesdo obtida nos fragmentos com lesdo macroscépica nao
apresentou diferenga entre os grupos avaliados (tabela 3 e figura 6). Embora n&o
tenha sido observada diferenga quanto a area da lesdo neste fragmento, o grupo

GCT apresentou a maior porgao de tecido preservado (tabela 4).
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No fragmento cranial a lesdo macroscépica, o grupo GCT apresentou
diferenga quanto a area de lesao (tabela 3) e percentual de area preservada (tabela
4) em relagdo ao GC e grupo GM. Nao houve diferenga entre o grupo tratamento

com SSMP e o grupo controle.

Cranial

500um

Figura 5. Imagens dos fragmentos cranial, leséo e caudal, dos diferentes grupos avaliados, no 35°
dplm. Os fragmentos da lesdo em todos os grupos apresentam malacia extensa e grave da
substancia branca e cinzenta. Nos fragmentos craniais e caudais a lesdo concetra-se no funiculo

dorsal. Locais marcados com * representam area de cavitagado e formagdes cisticas. H&E.

A média das areas de lesdo, mensuradas no fragmento caudal a leséo
macroscopica, foi menor no GC, apresentando diferenga com os dois outros grupos
de tratamento. No entanto, o percentual de area preservada deste fragmento nao
diferiu do grupo tratado com as CTM (tabela 4).
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Tabela 3. Distribuigdo das médias e desvio padrdo da éarea de lesdo (mmz) de cada fragmento

analisado, por grupo de tratamento.

. Lesao
Grupo Cranial — p Caudal
Lesao | Lesao Il

GC 0,355+0,168 a' 0,832+0,338a  0,873+0,301a 0,068+0,059 a'?
GM 0,315+0,161 a° 0,873+0,300a  0,833+0,337a 0,161+0,132 b’
GCT  0,103+0,120b"?  0,77840,328a  0,753+0,350a  0,107+0,042 b?

Médias seguidas de letras minusculas iguais na coluna nao diferem entre si, segundo o teste de Kruskal-Wallis

(p<0,05). Numeros sobrescritos iguais indicam p<0,01 na coluna.

Tabela 4. Distribuicdo das médias e desvio padrdao do percentual de area preservada de cada

fragmentos analisado, por grupo de tratamento.

. Lesao
Caudal
Eipe el Lesao | Lesao Il
GC 85,21+6,63 a' 38,32+16,47 a' 27,88+20,17 a'? 97,61+2,16 a
GM 87,95+5,02 a? 27,89+20,15b"'?  38,25+16,44 b’ 94,184+4,00 b

GCT 95,49+5,38 b'? 42 63+14,50 b>  44,95+14,82 b? 96,29+1,48 a

Médias seguidas de letras minusculas iguais na coluna n&o diferem entre si, segundo o teste de Kruskal-Wallis

(p<0,05). Numeros sobrescritos iguais indicam p<0,01 na coluna.
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Figura 6. Distribuicao, por fragmento avaliado, das médias de percentual de area preservada nos

diferentes grupos estudados.
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Na avaliacdo das laminas incluidas em historesina, sob microscopia de
fluorescéncia, observou-se a presenca de fluorescéncia vermelha em células
presentes na periferia da lesdo e, em maior quantidade, nas areas da lesao (figura
7), comprovando que as CTM transplantadas, por via endovenosa, no grupo GCT,

atingiram a les&do presente na medula espinal.

20pm

Figura 7. Fotomicrografias da area de lesdo sob diferentes formas de microscopia. (A) demonstra a

area de cicatrizagao glial e cavitagédo avaliada. H&E. (B) maior aumento daarea de lesdo com células
gliais. (C) evidencia a presenca de células com fluorescéncia vermelha na area de lesado espinal,

quando avaliadas por imunofluorescéncia.

DISCUSSAO

No presente estudo, isolou-se células-tronco mesenquimais (CTM) da medula
ossea de ratos Wistar, promovendo a expangao e caracterizagao destas células para
aplicacdo em modelo de lesdo espinal compressiva. As células cultivadas
apresentaram morfologia fibroblastoide e aderéncia a placa de cultura, como
descrito por Pittenger et al. (1999), contudo, macréfagos, fibroblastos, células
endoteliais e linfécitos podem apresentam aderéncia a placa de cultivo, sendo esta
caracteristica insuficiente para classificar as células como CTM (Dominici et al.,
2006). As CTM da medula 6ssea apresentam expressao positiva dos marcadores
celulares de superficie CD13, CD29, CD54, CD73, CD 90, CD 106 e Stro-1, € nao
expressao marcadores de células hematopoiéticas (CD14, CD34, CD45) [Martin et
al., 2002, Dominici et al., 2006; Meirelles e Nardi, 2009; Rho et al., 2009], o que
demonstra que o padrao imunofenotipico obtido no presente trabalho esta de acordo
com este critério de classificacdo para CTM. O critério mais importante para
classificagdo € a capacidade de diferenciagdo em linhagens mesodermal (0sso,
cartilagem e tecido adiposo) [Morrison et al., 1997; Kopen et al., 1999; Pittenger et
al., 1999; Dominici et al., 2006; Nardi e Meirelles, 2006], que foi obtida quando as
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células foram expostas ao meio de diferenciacdo osteogénico. Em conjunto, todos
os critérios para classificagdo de CTM foram obtidos e demonstrados no estudo,
comprovando que as células transplantadas foram CTM.

Apoés a indugado da lesédo espinal, a apresentagao neurolégica dos animais foi
compativel com lesdo medular grau B, da escala da American Spinal Injury
Association (ASIA), que indica lesdo incompleta da medula com sensibilidade
preservada, mas nenhuma funcdo motora presente abaixo do nivel da lesdo
neurolégica (ASIA, 2006). Todos os animais utilizados no estudo apresentaram
paraplegia no pdés-cirurgico imediato e no primeiro dplm. A sensibilidade profunda
permaneceu em todos os animais, o que indica lesdo moderada e com potencial de
reversao, pois a perda da dor profunda resulta em progndstico desfavoravel devido
lesdo grave e, geralmente, irreversivel (Bergman et al., 2000b).

Todos os animais apresentaram melhora da fungdo motora, embora em
nenhum grupo tenha sido obtida a pontuagdo maxima (21) da escala de BBB. A
lesdo promovida com essa técnica, descrita previamente por Vanicky et al. (2001),
resulta em paraplegia completa seguida de recuperagéo progressiva e espontanea,
porém parcial, da funcdo motora apds 4 semanas, o que torna esse modelo, de
extreme interesse para avaliar a eficacia de estratégias terapéuticas no trauma
espinal (Foret et al., 2010).

Todos os animais apresentaram arreflexia da musculatura detrusora da bexiga
e espasticidade do musculo esfincter uretral externo, evidenciadas pela auséncia de
miccdo espontanea e distensdo exagerada da bexiga, responsiva a massagem
vesical suave para induzir a micgéo, por duas semanas pos-lesdo, independente do
grupo de tratamento. O reflexo de micgao retorna em torno de 10 dias apds a leséo,
contudo a necessidade de realizacdo da massagem é determinada de acordo com a
necessidade individual de cada animal (Ramsey et al., 2010). Nao foi necessario
realizar sedagdo nem cateterizagdo vesical (Krassioukov e Weaver, 1995) para o
manejo do quadro de bexiga neurogénica nos animais apds a lesdo espinal.

Além da alteracdo motora e vesical, os animais apresentaram déficit
proprioceptivo até o final do periodo de avaliagdo. Esse achado foi observado por
Silva et al. (2008), e condiz com a afirmagcdo de Thomas (2000) de que este € o
primeiro parametro clinico afetado no trauma raquimedular e o ultimo a apresentar

recuperacao.
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A utilizagdo do SSMP 3 horas apés o trauma medular, esta de acordo com as
recomendagdes do National Acute Spinal Cord Injury Study (NASCIS), cujos
resultados de estudos controlados e multicéntricos (NASCIS |, 1l e lll), realizados a
partir de 1979, recomendam o uso da metilprednisolona dentro das primeiras oito
horas apds lesdo medular traumatica (Ducker e Zeidman, 1994).

A utilizagao da metilprednisolona, em altas doses, tem sido correlacionada com
efeito benéfico na recuperacgdo funcional de ratos com lesdo medular (Tebet et al.,
2003), melhora na perfusdo microvascular, no metabolismo medular e redugdo da
area da lesao (Constantini e Young, 1994). Contudo, o grupo tratado com SSMP néo
apresentou diferenca significativa quanto a recuperagcdo motora, em nenhum
momento da avaliagdo, em comparagdo ao grupo controle. Silva et al. (2008)
também nao observaram indicios de efeitos diferenciados na avaliagdo neurolégica
em animais tratados com SSMP quando comparados com grupo controle.

A analise morfométrica do GM permite inferir que a utilizagcdo do SSMP nao
promoveu inibicdo da peroxidacdo lipidica, diminuicdo da degeneragao axonal,
prevencao de isquemia e reversao do acumulo de calcio intracelular, mecanismos de
agao propostos para a referida medicagcdo (Young e Flamm, 1982; Constantini e
Young, 1994), que resultariam em menor dano tecidual (Hall, 1992; Young, 1993).
Vialle et al. (2007) também ndo observaram reducdo significativa das alteragdes
histologicas decorrentes do trauma raquimedular em ratos tratados com SSMP e,
embora Tebet et al. (2003) e Carvalho et al. (2008), tenham descrito resultados
satisfatorios quanto a recuperacgao funcional, ndo houve correlagcdo com os achados
histologicos, que nao diferiram do grupo controle.

Os resultados obtidos ndo permitem inferir sobre a vantagem de utilizagéo do
SSMP, pois em diferentes estudos, tanto experimentais quanto clinicos, resultados
contraditérios sdo observados (Hurlbert 2000; Hurlbert, 2001; Vialle et al., 2007),
demonstrando que ainda n&o estdo compreendidos os mecanismos de acado deste
medicamento, o tempo ideal de administracdo apds a lesdo espinal e nem o real
beneficio ao paciente.

A melhora significativa observada no sétimo dia de avaliacdo nos animais do
grupo tratado com CTM demonstra contribuicdo positiva e precoce no processo de
recuperacao da funcdo motora. Essa contribuicdo pode ocorrer pela substituicao de

células neuronais perdidas ou em degeneragdo, ativagdo de mecanismos
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compensatérios do proprio tecido, estimulagao de células-tronco enddgenas do
tecido alvo (Chopp et al., 2000), secrecdo de fatores neuroprotetores e citocinas
anti-inflamatérias (Cho et al., 2009). Embora tenha cido observado células com
fluorescéncia vermelha na area da leséo, a presenca de cavitagao e malacia extensa
e grave no epicentro da lesdo observada em todos os grupos, inclusive no GCT,
permite inferir que a acéo paracrina foi a principal contribuicdo das CTM, controlando
a lesao secundaria, o que resultou em menor area de lesdo total e melhor
recuperacao da fungcao motora.

A maior area de lesédo observada foi do grupo controle, pois como descrito por
Lu et al. (2000) e Vialle et al. (2007), quando ndao ha tratamento para impedir a
progressdo das lesbdes secundarias ao trauma raquimedular, o dano tecidual
aumenta em extensao.

Ao empregar o SSMP trés horas ap6s o trauma inicial, ndo houve diferenga,
quanto os parametros area de les&o e percentual de tecido preservado, com o grupo
controle, o que contradiz a recomendacdo do NASCIS de utilizacdo do SSMP até
oito horas apds o trauma inicial, na tentativa de limitar a progressdo das lesdes
secundarias. O principal efeito sugerido do SSMP e outros corticoides é a
capacidade de inibir a peroxidagcdo lipidica por radicais livres, diminuindo a
degeneragdo do axoénio (Brown e Hall, 1992; Constantini e Young, 1994); aumentar
o fluxo sanguineo e a perfusdo no tecido medular, prevenindo a isquemia e
promovendo a reversdao do acumulo de calcio intracelular (Anderson et al., 1982;
Hall, ED, 1992; Bracken et al., 1993), quando empregados em altas doses nas
primeiras horas apds o trauma inicial. No entanto, esses efeitos ndo parecem ter
ocorrido com a administracédo do SSMP 3 horas apds o trauma.

Pode-se deduzir que nao houve beneficio com a aplicacdo do SSMP, pois
somado a falta de incremento na recuperagao motora, ndo houve efeito protetor do
tecido nervoso - evidenciada pela auséncia de diferenga estatistica nos dados
morfométricos em relagdo ao controle - assim como relatado por Kaptanoglu et al.
(2000), Haghighi et al. (2000), Merola et al.. (2002), Rabchevsky et al (2002) e Vialle
et al. (2007).

Pode-se inferir que as CTM impediram o avango das alteragdes secundarias a

lesdo medular, promovendo maior taxa de recuperacao funcional e preservagao do
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tecido nervoso, pois a area total de lesao foi menor no grupo GCT do que nos outros
grupos avaliados.

A contribuicdo das CTM para a diminuicdo da area de lesdo e recuperagao
precoce e melhor da funcdo motora € correlacionada a secregao de fatores de
crescimento e citocinas como o NGF (nerve growth factor), BDNF (brain-derived
neurotrofic factor), VEGF (vascular endothelial cell growth factor) (Kurozumi et al.,
2004, Lu et al., 2005; Nomura et al., 2005) e ainda estimulam as células da glia a
produzirem fatores neurotréficos como NGF e BDNF (Majunder et al., 1998;
Mahmood et al., 2002; Wang et al., 2002).

A area de lesdo nos fragmentos da lesdo macroscopica ndo apresentou
diferenca entre os trés grupos avaliados. Ankeny et al. (2004) e Urdzikova et al.
(2006) também nado encontraram diferencas de area total de lesdo entre grupos
tratados com CTM e tratados com solugcdo salina. No entanto observaram que
grupos que receberam CTM apresentaram maior percentual de substancia branca
preservada, e correlacionaram com a melhora funcional dos membros pélvicos.
Semelhante ao observado por estes autores, obteve-se, no presente trabalho,
porcentagem de tecido preservado significativamente maior no grupo GCT na area
da lesdo macroscopica.

Embora seja creditado as células-tronco a capacidade de reparar a area de
lesdo por promover a formagado de novas células da linhagem neural (Sanchez-
Ramos, 2002; Mezey et al., 2003), Cho et al. (2009) observaram que poucas células
transplantadas tornam-se células neurais diferenciadas, e que esta diferenciacao
nao foi uniformemente distribuida entre os tipos de células do SN, existindo maior
diferenciagcdo para astrécitos e oligodendrécitos do que para neurdnios. Essas
evidéncias corroboram para concluir que o efeito paracrino, sobretudo neuroprotetor,
€ a principal contribuicdo das CTM nas lesées da medula espinal.

A capacidade que as CTM possuem para atingir o tecido lesionado apds
aplicagao sistémica foi demonstrada pela presenca de células marcadas com os
nanocristais fluorescentes (Q-tracker®) na avaliacdo histologica. Urdzikova et al.
(2006) demonstraram esse potencial de migracdo das CTM apds aplicagao
endovenosa, acompanhando a trajetoria de migragdo e a incorporagao no tecido
medular lesionado de células marcadas com 6éxido de ferro através de ressonancia

magnética.
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Trinta e cinco dias apods o transplante, a presenca de células fluorescentes
vermelhas permite afirmar que as CTM nao s6 atingiram o tecido alvo, como também
se integraram ao tecido nervoso, podendo ter ocorrido diferenciagao para células da
linhagem neural, pois as CTM s&o capazes de diferenciar in vivo em células da
linhagem neural, exibindo marcadores especificos para astrocitos (GFAP - glial
fibrillary acidic protein) e oligodendrécitos (MBP — myelin basic protein) [Cho et al.,
2009], embora, no presente trabalho, ndo tenha sido realizado testes que

comprovassem a diferenciagao.

CONCLUSAO

As avaliacbes realizadas no presente experimento demonstram que a
aplicagdo de CTM promove melhor recuperacdo da fungdo motora apds trauma
raquimedular do que o estabelecido com SSMP; o transplante alégeno endovenoso
de CTM é capaz de fornecer células que atingem o tecido nervoso lesionado sem
promover reagdo imunoldgica; as CTM incorporaram-se ao tecido alvo, devido a
observacgao de células marcadas com Q-tracker no tecido nervoso; e, o tratamento
com SSMP 3 horas apos a lesdao nao contribuiu positivamente para o processo de

recuperagdo motora e nem na preservacgdo de tecido nervoso.
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ARTIGO Il

AVALIACAO DO TEMPO PARA INICIO DO TRATAMENTO DE LESAO MEDULAR
COMPRESSIVA COM CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Mesenchymal stem cells therapy in varied time points after spinal cord injury
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Avaliacao do tempo parainicio do tratamento de lesdo medular compressiva

com células-tronco mesenquimais

RESUMO

Células-tronco mesenquimais (CTM) tém demonstrado beneficios terapéuticos
na lesdo medular, devido a secrecao de fatores neurotroficos, estimulagcdo de
células do tecido alvo e, substituigdo de células do tecido neural. O presente
trabalho avaliou o uso de CTM alégenas em trés diferentes intervalos de aplicagéao
intravenosa apods lesao espinal compressiva visando verificar a existéncia de melhor
periodo para o transplante. CTM obtidas da medula 6ssea de ratos Wistar, foram
cultivadas e submetidas a caracterizagdo fenotipica e diferenciagdo osteogénica.
Foram transplantadas células da quarta a sexta passagem, por via endovenosa nos
animais apo6s 3 horas, 3 dias e 7 dias ap6s lesdo medular (dplm). A lesédo espinal
compressiva foi realizada com insuflacdo de 15uL do cuff do cateter de Forgat n.° 2
Fr. no espago epidural T8 durante 5 minutos. Os animais foram alocados em 4
grupos distintos, de 10 animais em cada. O grupo controle (GC) recebeu 1mL de
solugédo PBS por via endovenosa; o grupo 3 horas (G3h) recebeu administracdo das
CTM trés horas pods-leséo; o grupo 3 dias (G3D) recebeu as CTM 3 trés dplm; e o
grupo 7 dias (G7D) recebeu as CTM 7 dplm. Realizou-se avaliagdo motora com a
escala de Basso-Beattie-Bresnehan (BBB) semanalmente até o 35° dia apds a leséo
e, avaliagao histolégica da area da lesao, area total e percentual de tecido nervoso
preservado no 35° dia. Células com fluorescéncia vermelha foram observadas no
tecido 35 dias apos a lesdo nos grupos que receberam o transplante alégeno. Os
trés grupos tratados com as CTM apresentaram recuperagao da fungdo motora
significativamente melhor que o grupo controle. O percentual de tecido preservado
foi maior nos grupos que receberam o transplante, sendo o G3h o que obteve
melhor indice. Conclui-se que administracdo de CTM alégenas nao induz rejeigdo no
modelo avaliado, promove preservacdo do tecido nervoso e incremento da funcao

motora, sendo o melhor periodo para aplicagao o de trés horas apos a lesédo espinal.

Palavras-chave: Trauma raquimedular, terapia celular, neuroprotecéo, recuperacao

motora
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Mesenchymal stem cells therapy in varied time points after spinal cord injury

ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) obtained from different sources in adult
organism have demonstrated therapeutic benefits in neurological disorders,
especially in spinal cord injury (SCI). Cell therapy with bone marrow-derived cells and
MSC from adipose tissue provides improvement of motor function after SCI due to
secretion of neurotrophic factors stimulation of target tissue cells and replace neural
cells. This study evaluated the use of MSC in three different intervals after SCI.
MSCs from rat bone marrow were cultivated and expanded in vitro until
transplantation. Cells from the fourth passage underwent osteogenic differentiation
and immunophenotyping with anti-CD45, anti-CD90, anti-CD73 and anti-CD54.
MSCs from fourth to sixth passage were administered intravenously in animals after
3 hours, 3 days and 7 days of SCI. Spinal cord injury was performed with 2-Fr
Fogarty catheter after T9-T10 laminectomy. Animals were divided into four groups:
control group (CG) who received 1mL of PBS intravenously and group 3 hours (GCT)
received administration of MSC three hours after SCI, group 3 days (G3D), which
received MSCs three days post-injury, group 7 days (G7D), which MSC received
seven days after injury. Motor evaluation was performed with the Basso-Beattie
scale-Bresnehan (BBB) weekly until the 35th day after lesion, and histologic
evaluation of the lesion area, total area and percentage of preserved tissue on day
35. The cells were observed in 35 tissue days after injury in all groups receiving
allogeneic transplants, independent of the range of application in relation to spinal
cord injury. The three groups treated with MSC showed recovery of motor function
significantly better than the control group. The percentage of tissue preserved groups
was higher in the transplanted cells, and the GCT which had the best rate. We
conclude that administration of MSC alien until 7 days after spinal cord injury,
promoting increased function motor, preserves neural tissue and does not induce

transplant rejection.

Keywords: Spinal cord injury, cell therapy, neuroprotection, locomotor function

recovering
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INTRODUCAO

A lesdo medular representa um grande desafio terapéutico uma vez que os
tratamentos disponiveis, atualmente, ndo sdo capazes de promover melhora
funcional adequada e, menos ainda, auxiliar na reparagcdo do tecido nervoso
(Hulsebosch, 2002; Vialle et al., 2007). Disto, resulta menor qualidade de vida para
0s pacientes e incremento nos custo hospitalares, especialmente para humanos
(Westgren e Levi, 1998; Vialle et al., 2007).

A recuperacado da medula espinal apods lesao é dificil e pequena, pois o sistema
nervoso central (SNC) apresenta habilidade limitada na regeneracdo de células
afetadas, reposicéo da bainha de mielina e restabelecimento funcional das conexdes
axonais e neuronais perdidas apdés o trauma (Akiyama et al., 2002; Ankey et al.,
2004; Lee et al., 2007; Del-Bel et al., 2009).

Quatro horas ap6s a leséo espinal, grande numero de células neuronais e gliais
apoptoticas sdo observadas, havendo picos de apoptose neuronal com oito horas e
glial com 24 horas (Lu et al., 2000). Um aumento progressivo da area lesada e
cavitagbes € observada ao longo do tempo devido a progressdo das lesdes
secundarias (Tator e Fehling, 1991; Agrawal et al., 1996). Sete dias apds a leséao,
observa-se mais morte neuronal, glial e um pico de apoptose de oligodendrécitos (Li
et al., 1996), que perdura por até 3 semanas, agravando a degeneragao axonal (Xu
et al., 2009). No intervalo de um més, as areas de cavitagdo sdo bem definidas e o
tecido necrotico € substituido por células gliais, sobretudo astrécitos, que irdo formar
a cicatriz glial (Beattie et al., 1998; Casha et al., 2001; Radojicic et al., 2005). A
formagdo da cicatriz glial € a ultima etapa da fisiopatologia da leséo espinal, e
constitue uma barreira aos esforgos regenerativos de axénios e células neurais
(Bradbury e Carter, 2011).

A terapia celular constitui uma estratégia promissora na recuperagéo funcional
apos lesdo medular (Osaka et al., 2010). Células-tronco embrionarias (McDonald et
al., 1999), neurais (Ogawa et al., 2002; Okano et al., 2003), precursoras de células
da glia (Cao et al., 2005) e CT mesenquimais (CTM) obtidas de tecidos adultos,
como a medula éssea (Chopp et al., 2000; Hofstetter et al., 2002; Koshizuda et al.,
2004; Urdzikova et al., 2006; Sazaki et al., 2009; Osaka et al., 2010), cordéo
umbilical (Dasari et al., 2007; Lim et al., 2007; Cho et al., 2008; Erdogan et al., 2010)
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e tecido adiposo (Kang et al., 2007), demonstraram ter efeito na recuperacado da
funcdo motora em modelos animais, embora ndo se saiba sobre a real participacao
destas células (Cho et al., 2009). O maior interesse na utilizagdo de CTM para o
tratamento de afecgbes do sistema nervoso surgiu com a evidéncia que estas
células séo capazes de diferenciar-se em linhagens celulares neurais in vitro e in
vivo (Woodbury et al., 2000; Deng et al., 2001; Kim et al., 2006; Cho et al., 2009),
contudo seu efeito paracrino parece ser a principal contribuicdo em lesées do SNC
(Cho et al., 2009).

Os beneficios do transplante de CTM existem e ja foram comprovados,
contudo, nao esta estabelecido se existe, e qual o melhor momento de aplicagao
destas células, frente aos eventos progressivos que ocorrem no tecido espinal,
incluindo isquemia, fluxos idnicos, producéo de radicais livres e peroxidagao lipidica,
resultando em morte celular e aumento da area de lesao (Tator e Fehling, 1991).

No presente estudo, CTM foram transplantadas por via endovenosa, em
diferentes intervalos de tempo, apds lesdo medular compressiva em ratos Wistars,
objetivando avaliar a existéncia de melhor periodo para obten¢do da recuperagéo

motora e atenuacao dos danos teciduais a medula espinal.

MATERIAL E METODOS

Animais

Utilizou-se cinco ratos Wistars, de 4 semanas de vida, para a realizagdo do
estudo in vitro: coleta, cultivo e caracterizacdo das CTM; e 40 ratos Wistar machos,
pesando entre 250 a 300g, para o estudo in vivo, todos oriundos do Biotério Central
da Universidade Federal de Vigosa.

Os animais do estudo in vivo foram alojados em caixas com cinco animais, sob
condicbes de umidade e temperatura controladas, fotoperiodo de 12 horas e
receberam agua e ragéo comercial ad libitum durante todo o periodo experimental.

O trabalho foi realizado de acordo com os Principios Eticos na Experimentacéo
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA) e foi
aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Vigosa sob parecer n.°
2/2010.
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Cultivo e preparacédo das células para transplante

As medulas 6sseas dos cinco ratos foram coletadas dos fémores e cultivadas
com meio DMEM completo (meio base Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, baixa
glicose, 3,7g/L de bicarbonato de sodio e 10-15mM HEPES-acid-free com adi¢ao de
20% de soro fetal bovino) em estufa & 37°C com 5% de CO, até obtengdo da sexta
passagem. As culturas foram monitoradas, diariamente, com auxilio de microscépio
optico invertido de contraste de fase e o meio de cultura foi trocado a cada trés ou
quatro dias.

Para o transplante, foram utilizadas doses a partir das culturas da quarta a
sexta passagem, na concentragdo de 1x10” células/mL de PBS por animal. As
células foram previamente incubadas por 60 minutos, a 37°C, com o Qtracker Cell
Labeling 655® (Invitrogem, California, EUA), segundo recomendacdes do fabricante.

As células marcadas foram tripsinizadas e centrifugadas para a obteng¢ao do
pellet celular. O pellet foi ressuspendido em PBS e aliquotas de 1x10’ células foram
preparadas em 1,0mL de PBS, centrifugadas e armazenada em caixa de isolamento
térmico até o momento da aplicagcdo endovenosa.

Duas doses extras foram preparadas para avaliacdo a fresco em microscopio
de fluorescéncia e para inclusao do pellet celular em resina acrilica (HistoResin®
Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha) para comprovar a eficacia da
nanomarcagao. Nas amostras processadas, histologicamente, as Iaminas foram
contracoradas com DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole, Invitrogem, CA, USA) para
a identificagao do nucleo e avaliadas por microscopia de fluorescéncia.

Células na quarta passagem foram submetidas aos testes de diferenciagcéo
osteogénica em meio DMEN enriquecido com 10% de SFB, 10°mol/mL de
dexametasona, 5,0ug/mL de 4&cido ascorbico 2-fosfato, 10,0mmol/L de pB-
glicerofosfato. No 30° dias ap6s inicio da diferenciacéo, as culturas foram fixadas
em paraformaldeido e coradas com Vermelho de Alizarina e Von Kossa para
identificar deposicao de calcio.

Na imunofenotipagem, as amostras de células da quarta passagem foram
incubadas com os anticorpos primarios anti-CD45 clone 69 mouse, anti-CD90 clone
Ox-7 mouse, anti-CD73 clone 5 F/B9 mouse e anti-CD54 clone 1A29 mouse (BD
Bioscience, San Jose, CA, USA), por 30 minutos, a 4°C. Posteriormente, as células

foram lavadas com PBS e incubadas com o anticorpo secundario conjugado com
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fluorocromo Alexa 488 sob as mesmas condi¢cdes anteriores. As amostras foram

analisadas usando citdmetro de fluxo FACScan e software CellQuest®.

Lesdo medular

Os animais receberam analgesia pré-empitiva com fentanil (0,3mg/Kg/IM),
foram sedados com Diazepan (2,5mg/Kg/IP) e anestesiados com Isofluorano em
circuito anestésico com oxigénio 100%. Foi realizada antimicrobianoprofilaxia com
enrofloxacina (10mg/Kg) por via intramuscular.

Apods a tricotomia ampla do dorso e da antissepsia da pele com solugcdo de
Povidine®, foi realizada incisdo de 5cm na linha média dorsal, tendo como referéncia
0S processos espinhosos da oitava vértebra toracica (T8) a primeira vértebra lombar
(L1). O tecido subcutaneo foi incisado, seguido do afastamento subperiostal da
musculatura paravertebral, com uso de lamina de bisturi n.° 11.

A nona e a décima vértebras toracicas (T9 e T10) foram identificadas por meio
da contagem dos arcos costais e, sob magnificagdo com microscopio cirurgico, foi
realizada laminectomia da vértebra toracica nove (T9) e dez (T10) com broca trefina
de 4mm de diametro em perfuratriz elétrica. A duramater foi mantida integra e a
medula espinal foi exposta e avaliada sob magnificacdo para comprovar integridade
apoés a remocgao do arco dorsal.

Para promover a lesdo espinal compressiva, um cateter de Forgaty n. 2 Fr foi
introduzido no espaco epidural e conduzido, cranialmente, até o segmento medular
T8-T9. O cuff do cateter foi insuflado com 15uL de solugéo salina e mantido desta
forma por cinco minutos, realizando a compressao da medula.

O cateter foi removido apos esvaziamento do cuff seguindo-se a aproximagéao
da musculatura e tecido subcutdneo em planos anatémicos com fio vicril 4-0, em
padrao simples continuo e dermorrafia com mononailon 3-0, em padrao colchoeiro.

Os animais foram avaliados 24 horas apds o procedimento para observar a
presenga da paraplegia. Foram incluidos no experimento apenas os animais com
manifestacdes simétricas.

Apos a cirurgia, os animais foram alojados em trios para reduzir o estresse de
isolamento e receberam analgesia com morfina (5mg/Kg/SC), a cada 4 horas, por 3
dias. Os animais permaneceram no biotério sob as mesmas condigbes de

temperatura e fotoperiodo anteriores ao procedimento cirurgico.
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Grupos e tratamentos

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos de 10 animais
e receberam tratamentos distintos apés a inducao da leséao:

- Grupo Controle (GC): 1mL de solugcdo PBS, por via endovenosa, trés horas
apos a lesao;

- Grupo CTM 3 horas (G3h): 1x10”células/mL, por via endovenosa, trés horas
apo6s a inducao da lesao espinal;

- Grupo CTM 3 dias (G3D): 1x10’células/mL, por via endovenosa, trés dias
apods a indugéao da lesao espinal,

- Grupo CTM 7 dias (G7D): 1x10"células/mL, por via endovenosa, sete dias
apoés a inducao da lesao espinal.

As doses contendo 1x10’ células/mL de PBS foram ressuspendidas no
momento de aplicagao e injetadas, na veia lateral da cauda ou safena lateral, no
momento correspondente aos preconizados para cada grupo. Mesmo acesso foi
utilizado para aplicagdo do PBS no GC.

Todos os animais foram acompanhados, diariamente, por 35 dias apds a leséo
medular compressiva (dplm). Neste periodo foi realizada a avaliagdo da fungao
motora semanalmente. Ao 35° dia, foi coletada a medula espinal para avaliagao

histologica.

Avaliacao da Fung&o Motora

A avaliagdo da fungdo motora foi realizada anteriormente a indugédo da leséo
espinal, 24 horas pos-lesao e, semanalmente, até o 35° dia pds-lesao, utilizando-se
a escala de Basso, Beatie e Bresnahan (BBB).

Dois avaliadores observaram os movimentos das articulagdes coxofemoral,
fémoro-tibio-patelar, tibio-tarsica, a posicdo do tronco, cauda e dos membros
pélvicos durante a caminhada dos animais em campo aberto e, classificaram os
animais no escore de zero a 21, segundo Basso et al. (1995), sendo zero o
correspondente a auséncia total de movimentos e 21 a presenca de movimentos
normais dos membros pélvicos.

Apos a lesdo medular, pressao manual da bexiga foi realizada oito vezes ao dia

até o restabelecimento do reflexo de esvaziamento da bexiga. Os ratos foram
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monitorados quanto a evidéncia de hematuria, infeccdo do trato urinario ou outros

sinais de doenca sistémica.

Avaliac&o Histologica da Area da Les&o

No 35° dia pods-lesdo (dplm), apdés a eutanasia dos animais em camara
anestésica com isofluorano, foram realizadas infusdes intracardiacas de solugao
fisiologica (NaCl 0,9%) heparinizada, seguida de solucdo de Karnovisk
(paraformaldeido 4% em tampado fosfato, pH 7,4 e glutaraldeido 2,5%).
Posteriormente, a medula foi cuidadosamente removida do canal espinal e um
fragmento de 5 cm de comprimento, contendo a lesdo macroscopica ao centro, foi
mantido em solu¢do de Karnovisk a 4°C por 24 horas. Transcorrido esse periodo, 0
material foi acondicionado em alcool 70° e processado para avaliagao histologica.

Em cada grupo, dez amostras de medula foram coletadas, das quais oito foram
incluidas em paraplast e cortadas com espessura de 5ym transversalmente ao plano
sagital mediano, em duplicata, para coloragdo de Hematoxilina-Eosina; e duas
amostras incluidas em resina acrilica e cortadas, transversalmente, com espessura
de 3um para avaliagdo em microscopia de fluorescéncia, objetivando verificar a
presenca de fluorescéncia das células transplantadas.

Previamente a inclusdo, as dez amostras de cada grupo foram seccionadas em
trés fragmentos: porgao cranial a lesdo macroscopica, por¢gao da lesdo e porgéao
caudal a lesdo macroscépica. O fragmento da lesao foi dividido em dois a partir do
epicentro da lesao.

As laminas foram avaliadas e fotografadas em microscoépio ético Nikon Eclipse
80i (Nikon Instruments Co., Melville, EUA) para posterior analise no software Image-
Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Bethesda, EUA).

As imagens para analise foram obtidas nas sec¢des transversais da medula
espinal, sendo que para cada animal obteve-se: 12 sec¢des da porgao cranial; 24 da
lesao; e 12 da porcéo caudal, todas com intervalo de 50um entre os cortes.

Foi realizado estudo morfométrico com obtencédo de dados da area total (area
seccional externa total da medula), area lesionada (contida dentro da total, composta
por formacéo cistica, cavitagdo, gliose, edema axonal e perda da organizagao
tecidual) e percentual de tecido preservado (relagdo da area preservada sobre a

total) em cada lamina.
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As laminas foram adicionalmente avaliadas em microscopio fluorescente Nikon
Eclipse 80i para identificagdo de fluorescéncia vermelha no comprimento de onda
655, indicativo da presengca das células transplantadas com o nanocristal
fluorescente (Qtracker 655®).

Analise estatistica

Os valores numéricos da avaliagdo neurolégica da recuperagdo da funcgéo
motora através do teste BBB nos momentos 1°, 7°, 14°, 21°, 28° e 35° dias pos-
lesdo, em cada um dos grupos (GC, GM e GCT), foram submetidos ao teste de
normalidade de Lilliefors e de homogeneidade de variancias de Cochran e Bartlett.

Foi realizado o teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis seguido do teste de
comparag¢des multiplas de Dunn caso houvesse diferenga significativa entre os
grupos ou dentro de um mesmo grupo.

Os valores de area total, area de lesédo e percentual de area preservada foram
avaliados pelos mesmos testes anteriores.

Foi adotado o nivel de significancia de 0,05 (a=5%) e niveis descritivos (p)
inferiores a esse valor foram considerados significantes e representados por

asterisco (*).

RESULTADOS

Caracterizacédo das CTM derivadas da medula 6éssea

As células provenientes da medula 6ssea de ratos Wistar cresceram em
monocamada e assumiram morfologia fibroblastéide (figura 1A). Foi observada
mudang¢a da morfologia celular e calcificagdo da matriz extracelular nas amostras
cultivadas em meio de diferenciacao osteogénico (figura 1B).

Utilizando analise por citometria de fluxo, as CTM indiferenciadas da quarta
passagem demonstraram expressao negativa para o marcador de superficie CD45
(83,09%) e positiva para os marcadores CD54 (93,83%), CD73 (70,44%) e CD90
(98,82%) [figura 2].
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Figura 1. Morfologia das CTM in vitro. CTM indiferenciadas, com distribuicdo homogénea e

morfologia fibroblastéide (A e B). CTM sob diferenciagdo osteogénica, exibindo calcificagdo da matriz

extracelular (C) e ninhos de células arredondadas (circulos) semelhantes a osteoblastos (D).

CD 45 CD 54

93,83%

16,91%

Evenns

Figura 2. Caracterizagdo das CTM de ratos Wistar por citometria de fluxo. Populagao escolhida para
analise (A). A intensidade de fluorescéncia de cada marcador de superficie nas CTM indiferenciadas

(graficos vermelhos) esta comparada com os isotipos controle (graficos abertos) e representada em

valores percentuais (B, C, D e E).
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Nanomarcacao das CTM para transplante

As células marcadas com o Q-tracker 655 apresentaram fluorescéncia
citoplasmatica (cor vermelha) no momento anterior ao transplante, tanto nas
amostras a fresco (figura 3A) quanto no pellet processado histologicamente (figura
3B), comprovando que as células utilizadas para o transplante foram

adequadamente marcadas para posterior pesquisa no tecido medular.

Figura 3. Fotomicrografia das CTM ap6s nanomarcagdo com Q-tracker ®. A) demonstra as células
em suspensao de uma dose de 1x10’cel/mL exibindo fluorescéncia vermelha. B) Células contendo os
cristais fluorescentes vermelho apds processamento histolégico em resina. Os nucleos foram contra

corados com DAPI.

Avaliagcdo da Fung&o Motora

A apresentacdo neurolégica dos animais foi compativel com lesdo medular
grau B da escala da American Spinal Injury Association (ASIA), que indica lesao
incompleta da medula com sensibilidade preservada, mas nenhuma fungdo motora
abaixo do nivel da lesdo neuroldgica.

Os resultados da avaliagdo da fungdo locomotora, segundo a escala de BBB,
dos ratos no 1°, 7°, 14°, 21°, 28° e 35° dia pds-lesdo medular distribuidos em cada
grupo estdo apresentados em meédia e desvio padrao na tabela 1, demonstrando
que os trés tratamentos com as CTM apresentaram diferenga estatistica com o
grupo controle, mas nao diferiram entre si.

A evolucado da recuperagao motora, nos diferentes grupos, esta ilustrada na
figura 4. Todos os animais, independente do grupo, apresentaram melhora funcional
ao término dos 35 dias. No entanto, os grupos tratados com CTM (G3h, G3D e G7D)
apresentaram melhor recuperagéo, atingindo valores superiores ao controle segundo

a escala BBB.
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Tabela 1. Distribuicdo da média e desvio padrao da avaliagao funcional de BBB no 7°, 14°, 21°, 28° e

35° dias pds-lesdo medular (dplm) em cada grupo.

Grupo 7° dplm 14° dplm 21°dplm 28° dplm 35°dplm

GC 0,90 +1,19b"  3,00+2,05b  4,20+1,98b" 520+161b"*° 6,30+1,76b"*
G3h 2,2040,78a"  4,90+1,19ab 6,60+0,84a 9,10+1,72 a? 12,0042,21 &'
G3D 1,60+0,51ab 540+126a  7,20+1,03a' 9,40+2,17 &' 11,5042,67 a*
G7D 1,10+0,87ab  4,30+2,00ab 6,60+1,89ab 8,40+2,01a° 10,142,46 a

Médias seguidas de letras minusculas iguais na coluna n&o diferem entre si, segundo o teste de Kruskal-Wallis
(p<0,05).

Numeros sobrescritos iguais indicam p<0,01 na coluna.

Figura 4. Avaliagao locomotora apds lesao medular utilizando a escala de BBB ao longo de 35 dias
de andlise. As setas indicam os momentos de transplante nos grupos G3h (seta preta), G3D (seta

branca) e G7D (seta pontilhada).

No sétimo dia de avaliagdo, o grupo G3h demonstrou melhora da fungao
locomotora superior ao grupo controle (p<0,01) e aos demais grupos tratados com
CTM (G3D e G7D).

O grupo G3D apresentou melhora da fungdo motora estatisticamente
significativa no 14° dplm quando comparado com o grupo GC. Neste momento de
avaliagao transcorreram 12 dias apds o transplante celular. Neste grupo, a partir do

décimo quarto dia, todos os valores de escore BBB diferiram do grupo controle.
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Os resultados da avaliagdo motora, obtidos no grupo G7D, sé diferenciaram
estatisticamente do grupo GC no 28° dplm, exatos 21 dias apds o transplante
celular.

No periodo final de avaliagéo (35 dplm), todos os grupos tratados com as CTM
apresentaram melhores médias de recuperagao da fungdo motora do que o grupo
controle, as quais foram estatisticamente diferentes. No entanto, estes grupos néao
apresentaram diferengas entre si, demonstrando que as células apresentam efeito
semelhantes mesmo se transplantadas até 7 dplm.

Todos os animais apresentaram arreflexia da musculatura detrusora da bexiga
e espasticidade do musculo esfincter uretral externo, necessitando de massagem
vesical suave para induzir a micgdo. A massagem foi necessaria por duas semanas
pos-lesdo, independente do grupo de tratamento e, posteriormente a este periodo,
0s animais retornaram a urinar voluntariamente, mesmo apresentando distensao
moderada da bexiga.

Nas primeiras 24 horas pés-lesdo, todos os animais apresentaram hematuria,
que perdurou em 85% dos animais por 48 horas, sem, no entanto, haver diferenca

estatistica entre os grupos.

Avaliacao histolégica

Na avaliacdo das laminas incluidas em historesina, sob microscopia de
fluorescéncia, observou-se a presencga de células exibindo fluorescéncia vermelha
no citoplasma, tanto na area da lesdao quanto na sua periferia, em todos os trés
grupos que receberam o transplante (figura 5).

Na avaliacdo do percentual de area preservada (figura 6), observou-se que os
grupos tratados com as CTM apresentaram valores significativamente maiores que o
grupo controle no fragmento cranial (tabela 2).

O grupo GCT apresentou maior percentual de tecido preservado também no
fragmento da lesdo, sendo nesta avaliagdo o tratamento que melhor promoveu
protecao do tecido nervoso medular.

Nao foi observada diferenca entre os grupo na avaliagao do fragmento caudal

quanto ao percentual de area preservada.
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Figura 5. Fotomicrografias do tecido medular sob fluorescéncia. (A) demonstra a area da periferia da
lesdo avaliada no fragmento cranial corado em azul de toluidina. (B) demonstra a fluorescéncia azul
pelo DAPI, visualizando todos os nucleos de células no fragmento avaliado. (C) demonstra a
fluorescéncia vermelha das celulas contendo o Q-tracker na lesédo (setas). (D) Ampliagdo do quadro
da imagem B mostrando, em maior deltalhe, que todas as células presentes no tecido foram coradas
com DAPI. (E) Ampliagdo do quadro da imagem C mostrando a presenga de cristais fluorescentes
vermelho no interior de algumas células presentes na area de lesdo. (F) Imagem montada por
sobreposigcdo de D e E, evidenciando a presenga de células com fluorescéncia na area avaliada. *

indica o canal ependimario.

A area de lesdo no fragmento cranial foi significativamente menor em todos os
grupos tratados com as CTM (figura 6) quando comparados com o grupo controle.

No entanto, ndo houve diferencga significativa entre os grupos tratados com as CTM.
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Tabela 2. Valores percentuais de area preservada nos fragmentos cranial, lesdo e caudal nos

diferentes grupos avaliados.

Lesao

Grupo Cranial — - Caudal
Lesao | Lesao Il
GC 85,21+6,63 b"%*  38,32+16,47a  27,88+20,17 b° 97,61+2,16 a
GCT 95,49+45,38 a° 42.63+1450b  44,95+14.82a'%%  96,29+1,48 a
G3D 96,92+3,37 a° 38,95429,18a 34,21+21,44 b’ 95,561+5,89 a
G7D 97,8842,95 a' 35,45+23,02a 29,58+16,45 b? 96,161+3,38 a
Médias seguidas de letras minusculas iguais na coluna nao diferem entre si, segundo o teste de Kruskal-Wallis

(p<0,05).

Numeros sobrescritos iguais indicam p<0,01 na coluna.

Na analise microscépica da area de lesdao do fragmento contendo a lesdo
macroscopica, o grupo G3h apresentou a menor area de lesdo, sendo
estatisticamente diferente dos demais grupos tratados com as CTM e com o grupo
controle. Nao foi observada diferenga entre os grupos G3D, G7D e GC na area de
lesdo macroscopica.

O fragmento caudal do grupo controle apresentou o menor valor de area da
lesédo, sendo estatisticamente diferente de todos os demais grupos tratados com as

CTM, os quais nédo apresentaram diferengas significativas entre si.

1,6
14
1,2
1 B GC
0,8 G3h
0,6 = G3D
B G7D

0,4

Cranial Lesdo| Lesdo Il Caudal

Figura 6. Area de tecido lesado em mm* nos diferentes fragmentos de cada grupo. (* indica p<0,01

entre grupos em um mesmo fragmento e em relagdo ao controle).
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DISCUSSAO

As células utilizadas no presente trabalho estdo de acordo com o preconizado
pela International Society for Celular Terapy (ISCT) [Dominici et al., 2006],
apresentando aderéncia a placa de cultura, morfologia fibroblastéide, capacidade de
diferenciacdo e padrao de expressado imunofenotipica, o que permite classificar as
células utilizadas para os transplantes como células-tronco mesenquimais (CTM)
[Pittenger et al., 1999; Dominici et al., 2006; Meirelles e Nardi, 2009].

Todos os animais utilizados no estudo apresentaram paraplegia no pés-
cirargico imediato e no primeiro dia pés-lesdo. A sensibilidade profunda permaneceu
em todos os animais, o que indica lesdo moderada, grau B da ASIA (ASIA, 2006) e
com potencial de reversdo, pois a perda da dor profunda resulta em progndstico
desfavoravel devido leséo grave e, geralmente, irreversivel (Berman et al., 2000a;
Berman et al., 2000b).

A presenga de hematuria pode ser sinal de infecgdo do trato urinario (Ramsey
et al.,, 2010), contudo o quadro restrito as primeiras 48-72 horas apds a leséo
espinal, sem intervencgao terapéutica, corresponde a distensado exagerada da bexiga
com lesao vascular local, gerando o hematuria aguda e transitoria (Santos-Benito et
al., 2006).

O grupo controle apresentou menor recuperagao da fungdo motora, pois néo
houve medidas para impedir a progressdo das lesdes secundarias ao trauma
raquimedular, que geram aumento do dano tecidual e diminui a possibilidade de
recuperacgao (Lu et al., 2000, Vialle et al., 2007). Embora o mesmo fosse esperado
para os grupos G3D e G7D, evidencia-se que, mesmo apds um estabelecimento
tardio do transplante celular, as CTM podem auxiliar na recuperacdo da fungao
motora.

A melhora observada nos grupos G3D e G7D, embora mais lenta do que o
grupo G3h, pode ter ocorrido pela substituigdo de células neuronais perdidas ou em
degeneragdo, ativacdo de mecanismos compensatorios do proprio tecido,
estimulacdo de células-tronco enddégenas do tecido alvo (Chopp et al., 2000),
secrecgao de fatores neuroprotetores e citocinas anti-inflamatérias (Cho et al., 2009),
0 que n&o ocorreu no grupo controle, justificando a menor recuperagéo da fungéo

motora.



71

Segundo Cho et al. (2009), a recuperacdao da funcdo motora precoce e
significativamente melhor em grupos tratados com CTM, aliados a pequena
quantidade de células diferenciadas no tecido lesado, indicam que a ag&o paracrina
€ a principal contribuicdo desta modalidade terapéutica. Kurozumi et al., (2004), Lu
et al., (2005) e Nomura et al., (2005), provaram que CTM sé&o capazes de secretar
fatores de crescimento e citocinas, como o nerve growth factor (NGF), brain-derived
neurotrofic factor (BDNF), vascular endothelial cell growth factor (VEGF), além de
estimular as células da glia a produzir fatores neurotréficos como NGF e BDNF, o
que impede a progressdo do dano tecidual devido as lesbes secundarias,
minimizando o tamanho da lesdo e promovendo melhor recuperagcao da fungao
motora (Majunder et al., 1998; Mahmood et al., 2002; Wang et al., 2002).

A area nos fragmentos da lesdo macroscoépica n&o apresentou diferenga entre
os grupos tratados com as CTM, 3 e 7 dias apds a lesdo medular, pois assim como
no grupo controle, uma vez ocorrida a lesdo medular primaria, ndo ha tratamento
que restaure o tecido nervoso necroético ou substitua a cicatriz glial formada. Ankeny
et al. (2004) e Urdzikova et al. (2006) também n&o encontraram diferengas de area
total de lesdo entre grupos tratados com CTM e tratados com solugao salina, mas
observaram melhora funcional nos grupos transplantados com CTM.

O grupo G3h, transplantado 3 horas apdés o trauma medular apresentou
diferenca na area de lesdo nos fragmentos craniais e de lesdo, o que sugere que as
CTM tenham controlado a evolugdo das lesdes secundarias ao trauma, devido a
acao neuroprotetora (Majunder et al.,, 1998; Mahmood et al., 2002; Wang et al.,
2002; Urdzikova et al., 2006), o que resulta em menor area de lesao, maior porgéo
de tecido integro e melhora precoce da fungdo motora. Os demais grupos que
receberam o transplante ndo apresentaram esta diferenca em relagdo ao controle,
pois as CTM foram aplicadas dias apds a lesdo medular, ndo podendo contribuir na
preservacgao do tecido logo apos a lesdo medular.

Ao avaliar o percentual de area preservada, observou-se que todos os
tratamentos com CTM apresentaram melhores indices de tecido integro quando
comparados ao grupo controle no fragmento cranial e que somente o grupo que
recebeu o transplante 3 horas apds o trauma manteve maior por¢cao de tecido
integro na area da lesdo macroscépica, caracterizando agado neuroprotetora das
CTM.
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Quanto a analise do tecido integro no fragmento da lesdo, os grupos G3D e
G7D nao apresentaram diferengcas com o grupo controle, pois o tratamento foi
instituido dias apos o trauma, n&o impedindo o aumento do dano tecidual. Urdzikova
et al (2006) demonstraram que o tratamento com CTM promove maior preservagao
da substancia branca quando comparado com grupo controle, o que explica a
melhora da fungdo motora observada nos grupos G3D e G7D.

Embora apenas o grupo G3h tenha demonstrado diferenca estatistica de maior
preservagao do tecido nervoso, todos os grupos tratados com as CTM contribuiram
positivamente na recuperagao da fungédo motora, o que sugere que esse modalidade
terapéutica instituida até 7 dias apds lesdo compressiva da medula espinal promove
melhora motora funcional. O beneficio da aplicagdo em periodo tardio, como o de 7
dias apos a lesdo, deve-se a protegdo de células mielinizantes (oligodendrocitos),
que permiti a remielinizacdo dos axénios afetados e melhor recuperagédo da fungéo
motora (Osaka et al., 2010). A secrecgao de fatores neurotréficos, sobretudo o BDNF,
ocorre de forma continua pelas CTM, promovendo a reducdo da perda tecidual
(Rodrigues et al., 2009; Osaka et al.,, 2010). Adicionalmente, pode ocorrer nos
grupos tratados tardiamente (G3D e G7D) substituicdo de células neurais, pois as
CTM sao capazes de diferenciar, in vivo, em astrocitos (Cho et al., 2009; Osaka et
al., 2010) oligodendrdcitos (Cho et al., 2009) e neurdnios apds lesao medular (Osaka
et al.,, 2010), embora Cho et al. (2009) tenham demonstrado que poucas células
transplantadas se diferenciam in vivo e que ndao ha uma diferenciagdo em
proporc¢des iguais em todos os tipos de células neurais.

A presenca de células fluorescentes na avaliagdo in vivo, confirma que as
células transplantadas por via endovenosa sao capazes de atingir areas de lesdo na
medula espinal e se incorporar ao tecido nervoso, permanecendo por até 35 dias
apos o transplante. Estudos com ressonancia magnética ja demonstraram que CTM
migram apoés aplicagdo endovenosa até a lesdo da medula espinal (Jendelova et al.,
2004; Urdzikova et al., 2006).

A presenca das células fluorescentes apds 35 dias da lesdo também indica
auséncia de resposta imune ao transplante alégeno de CTM da medula éssea, visto
que diferente de Urdzikova et al. (2006), Cho et al. (2009) e Osaka et al. (2010), nao
administrou-se nenhum farmaco imunossupressor. Além da facilidade de obtencgao

em tecidos adultos e da rapida expansado em cultura, outra vantagem das CTM séo
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suas propriedades imunes privilegiadas, tornando desnecessario o uso de
imunossupressores (Pittenger et al., 1999; Krampera et al., 2003; Le Blanc et al.,
2003a; Le Blanc et al., 2003b; Tse et al., 2003; Maitra et al., 2004).

CONCLUSAO

Nas condicbes em que o experimento foi realizado, constata-se que o
tratamento com CTM promove recuperagao precoce e melhor da fungdo motora,
sobretudo quando transplantadas 3 horas apés a lesdo. Adicionalmente evidencia-se
que, mesmo apos transcorridos sete dias da lesdo medular inicial, a terapia celular
promove incremento da fungdo motora; e o transplante alégeno endovenoso de CTM
€ capaz de fornecer células que atingem o tecido nervoso lesionado sem promover

reagao imunoldgica.
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