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RESUMO

Nosso objetivo foi avaliar a migracdo, integragdo e diferenciagdo retiniana de células-tronco
mesenquimais (CTM) injetadas na cavidade vitrea de ratos portadores de lesdes retinianas..
Estudos morfologicos foram feitos em ratos Wistar adultos submetidos a multiplas lesdes
retinianas por meio do YAG laser foram submetidos a inje¢do intravitrea de células-tronco
mesenquimais marcadas com DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindol) e Quantum Dot. Em duas,
quatro e oito semanas o tecido retiniano lesado/tratado foi estudado com a finalidade de se
avaliar a migracdo, integracdo e diferenciagdo retiniana.Para quantificacdo relativa de
sobrevivéncia e efeito paracrino celular foram realizados ensaios de real time PCR em ratos
Lewis submetidos a lesdo com laser e injecdo de CTMs EGFP. As células injetadas na
cavidade vitrea sobreviveram na retina por pelo menos 8 semanas e de acordo com ensaios
morfologicos por imunohistoquimica, quase todas CTM migraram para a retina neural e apds
8 semanas a maioria das células marcadas com DAPI expressou rodopsina (marcador para
fotorreceptores), parvalbumina (marcador para células bipolares ¢ amacrinas) ¢ GFAP
(marcador de células gliais). Esse resultado, paralelamente a resultados obtidos com o
marcador quantum dot sugere, que ocorreu difusdo do DAPI para células de camadas
adjacentes da retina. Resultados da quantificagdo relativa mostraram que as CTMs
sobrevivem até 6 semanas, ocorrendo aumento de niveis génicos de fatores neuroprotetores
como BDNF ¢ VEGF. Células-tronco injetadas na cavidade vitrea sofrem trofismo para o
sitio de lesdo. Nao ¢é possivel afirmar se ocorrem diferenciagdo e incorporagdo de células-
tronco mesenquimais na retina de ratos apos inje¢do intravitrea destas células, pois a difusdo

do DAPI dificulta a interpretacdo dos resultados.



ABSTRACT

To evaluate DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole) as a nuclear tracer of stem cells
migration and incorporation it was observed the pattern of retinal integration and differentiation
of mesenchymal stem cells (MSCs) injected into the vitreous cavity of rat eyes with retinal injury.
For this purpose adult rat retinas were submitted to laser damage followed by transplantation of
DAPI-labeled BM-MSCs grafts and double labeled DAPI and Quantum dot labeled BM-MSCs.
To assess a possible DAPI diffusion as well as the integration and differentiation of DAPI labeled
BM-MSCs in laser-injured retina, host retinas were evaluated 8 weeks after injury/transplantation.
It was demonstrated that, 8 weeks after the transplant, most of the retinal cells in all neural retinal
presented nuclear DAPI labeling, specifically in the outer nuclear layer (ONL), inner nuclear
layer (INL) and ganglion cell layer (GCL). Meanwhile, at this point, most of the double labeled
BM-MSCs (DAPI and Quantum dot) remained in the vitreous cavity and no retinal cells
presented the quantum dot marker. Based on these evidences we concluded that DAPI diffused to
adjacent retinal cells while the nano crystals remained labeling only the transplanted BM-MSCs.
Therefore, DAPI is not a useful marker for stem cells in vivo tracing experiments since, the DAPI
released from dying cells in moment of the transplant are taken up by host cells in the tissue.
Quantitative PCR results shows that MSCs survive for at least e weeks,. Also is was possible to

observe higher levels of neuroproctetive factors such as BDNF e VEGF.
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1- Revisao da Literatura

1.1- Anatomia da Retina e Patologias Associadas

A retina humana ¢ parte do sistema nervoso central (SNC) e, como em todos
os mamiferos tem 2 divisdes estruturais basicas: a retina pigmentar (mais externa) e a
retina sensorial ou neural (mais interna) (Fig 1). A retina pigmentar contém uma
camada Unica de células epiteliais em contato com a cordide e é conhecida como
epitelio pigmetar da retina (EPR). A retina sensorial € organizada em trés camadas de
células nucleares diferentes que sao habitadas por seis tipos diferentes de neurdnios e
cerca de 60 subtipos neurais. A camada nuclear externa, do inglés, outer nuclear
layer-ONL contém os fotorreceptores (neurdnios sensiveis a luz); a camada do meio
conhecida como camada nuclear interna (CNI) abriga as células bipolares, amacrinas
e horizontais, ¢ na camada mais interna conhecida como a camada de células
ganglionares (CCG), contém predominantemente células ganglionares e células
amacrinas desorganizadas.

Entre essas camadas nucleares, existem as camadas plexiformes (interna e
externa) que sdo zonas sinapticas. Com o estimulo visual, todos os neurdnios
retinianos iniciam uma complexa cascata de interagdes neuronais através da ativagdo
de vias sinapticas as quais levam finalmente a conversdo de sinais, pelas células
ganglionares, em mensagens visuais via nervo optico, até o cérebro (Kolb et al.,
2003). Esse processo complexo requer conexdes axonais intactas, que sdao perdidas
durante a degeneracdo retiniana, e a restauracdo em potencial da fun¢do visual
depende fundamentalmente da ocorréncia de um re-estabelecimento da rede dinamica

neuronal da retina.
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Figura 1- Anatomia do tecido retiniano em corte corado por hematoxilina-eosina(HE)
(esquerda) e esquema (direita) mostrando suas camadas e os tipos celulares que as compoe.

http://colourblind.freeservers.com/howeye.htm

A morte de células neurais € a maior causa de cegueira como um resultado de
doengas degenerativas retinianas como degenera¢do macular relacionada a idade
(DMRI), retinopatia diabética proliferativa, glaucoma, retinose pigmentar,
vitroretinopatia proliferativa e doengas retinianas adquiridas. Pelo fato destas doengas
degenerativas, assim como traumas mecanicos € induzidos por laser, resultarem em
uma resposta ocular de hipoxia e inflamagao, a angiogénese torna-se um componente
critico no processo de tentantiva de melhora da lesdo e a consequente
neovascularizagdo estd associada com permeabilidade vascular alterada, edema,

hemorragia, tracao fibrovascular e gliose.

1.2- Aspectos fisiologicos da regeneracio ou reparo retiniano _apds

lesao induzida

Para o melhor entendimento das formas pelas quais podem ocorrer a
regeneragdo ou reparo retiniano apos lesdo induzida, torna-se necessario seu estudo
em diversas espécies. De acordo com Tsonis (2002) a regeneragdo de um tecido
ocorre quando suas células lesadas sdo substitutidas por células morfologicamente e
fisiologicamente idénticas. J4 no reparo tecidual, as células do tecido lesado sdo
substituidas, apos quadro de inflamagdo aguda e crdnica, por tecido cicatricial.

Em peixes e anfibios a neurogénese ndo ¢ interrompida apds o estagio

embrionario; ela ocorre durante toda a vida do animal. A retina continua a “crescer” e
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novas c¢lulas sdo adicionadas continuamente na regiao que contém as células-tronco,
a zona ciliar marginal (ZCM), uma area circunferencial neurogénica localizada na
extrema periferia da retina (Ficher & Reh, 2000, Spence, et al., 2004). Observou-se
que a maioria das células da retina destes animais ¢ originada apds o periodo
embrionario (Jonhs, 1977).

Em anfibios, a ZCM contribui para a regeneragdo retiniana, entretanto o EPR
representa a fonte mais importante de regeneragdo. Apds lesdo retiniana, as células do
EPR perdem a sua pigmentagdo, des-diferenciam e geram neurdnios através de um
processo chamado transdiferenciacao (Fischer & Reh, 2000).

Em mamiferos, uma vez completa a histogénese retiniana, ndo ha produgao
continuada de neurdnios retinianos e ndo havia evidéncia, até recentemente, da
existéncia de uma regido de crescimento similar & ZCM das galinhas. Portanto, a
regeneracdo retiniana em mamiferos, mesmo em embrides, ndo € observada (Moshiri,
et al., 2004).

Sabe-se contudo que, em mamiferos, o reparo retiniano decorrente de uma
lesdo local, apresenta vdarias etapas que consistem em uma série de mudangas
caracteristicas no local da lesdo e que resultam ao seu final em mudancas
degenerativas progressivas e a formacao de tecido cicatricial-gliose. Essas etapas sao
conhecidas como aguda, subaguda e cronica (Pozdnyakov et al., 2008; Lewis et al.,
2003).

A fase aguda, que ocorre nas primeiras horas apos lesdo, ¢ caracterizada por
hemorragia, alteracdes no sistema glutamatérgico e no balanco i6nico e pelo inicio de
cascatas de morte celular. Nesta fase, estudos morfoldgicos mostram que a espessura
da lesdo retiniana aumenta para 300um, ocorrendo também uma completa
desorganizacao estrutural e funcional de todas as camadas da retina.

No dias que se seguem, ocorre a fase subaguda, caracterizada por uma reagao
inflamatoria generalizada na qual células lesadas liberam citocinas pro-inflamatorias
(ex. interleucinas 1, 6 e fator de necrose tumoral) que além de serem neurotoxicas,
recrutam componentes do sangue periférico. Muitas células retinianas se comportam
entdo, de maneira especifica, ou seja, algumas se desdiferenciam, outras podem se
degenerar somente, migrar, hipertrofiar ou até proliferar. As células de Muller, por
exemplo, assim como as células do epitéio pigmentar (EPR) entram em um estado no

qual mudam seu perfil de expressao protéica, proliferam e entdo migram para o local
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da lesdo e espaco vitreo. Neste ponto a espessua da lesdo retiniana aumenta para
450um e ainda ha desorganizagdo estrutural total da retina. Com 6 a 7 dias, apods a
lesdo, a inflamagdo e a proliferagdo celular cessam e se inicia neste momento a fase
cronica (Bringmann & Reichenbach, 2001)

Durante essa fase tardia, as células de Muller e as células do epitéio pigmentar
permanecem reativas e participam do remodelamento estrutural retiniano. As células
que migraram para o local da lesdo e substituem parte da hemorragia por membranas
fibrovasculares, a lesdo retiniana comeca diminuir de espessura (400um) e com o
tempo, as membranas fibrovasculares formadas podem se retrair, causando problemas
severos como descolamento retiniano (Ryan et al.,1994).

No sentido de previnir o processo degenerativo relacionado em grande parte a
complicagdes da angiogénese, tratamentos como terapias de fotocoagulagao (TFC)
focal com laser, o uso de drogas antiangiogénicas e até mesmo mesmo intevengdes
cirurgicas sao utilizadas como paliativos. No entanto, estes tratamentos sdo capazes
de somente adiar a perda visual destes pacientes, mas a longo prazo ¢ impossivel
evitar que a cegueira finalmente ocorra. O desafio se encontra na forma de
administracdo do farmaco (como o agente antiangiogénico) no local apropriado de
uma forma segura, efetiva e com distribui¢do continua. Nesse sentido, alternativas de
tratamento tem surgido a partir de recentes descobertas no campo de células-tronco
que ampliaram os propectos da aplicacdo de terapias celulares para regenerar tecidos

oculares lesados irreversivelmente por alguma doenca ou injuria.

1.3- Células-Tronco: Aplicacoes Clinicas visando Reparo Retiniano

De acordo com os processos citados acima, sabe-se que na regeneracao
retiniana em humanos, dois eventos principais podem ocorrer. No primeiro a propria
lesio na retina produz fatores soliveis que ativam células-tronco endogenas
(chamadas de células progenitoras retinianas) da retina e faz com que elas migrem
para o local da lesdo, onde elas podem re-estabeler a rede dindmica neuronal da retina
(Haynes & Del Rio-Tsonis.,2004; Mitsuda et al.,2005). A outra estratégia seria o
desenvolvimento de terapias baseadas em células-tronco, onde o transplante autélogo
destas células poderia promover uma regeneragdo mais intensa e efetiva seja através

do reparo das células lesadas ou através da substituicdo destas células (Pellegrini et
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al., 2007; Gaillard & Sauvé 2007; Kan et al., 2007).

De acordo com Djojosubroto et al. (2008) o sucesso das terapias baseadas em
células-tronco pode, portanto, depender do potencial de diferenciacao dessas células
em diferentes tipos de neurdnios retinianos, € se esses neurdnios irdo conseguir re-
estabelecer as vias sinapticas fisiologicas junto a retina hospedeira. No entanto, novas
pesquisas sugerem que a habilidade das células-tronco de alterar o microambiente
tecidual via secrecdo de fatores soluveis podem contribuir de forma mais significante
do que sua capacidade de diferenciacdo na regeneragdo do tecido lesado (Pisati et al.,
2007; Caplan & Dennis 2006)

Células-tronco de diversas fontes vém sendo estudadas e diferencas entre elas,
como a variacdo no padrdo de migracdo, tendo sido apontadas. Portanto torna-se
necessario um estudo comparativo entre diferentes fontes de obteng¢do destas células

para o desenvolvimento de um protocolo adequadado visando a regeneragao retiniana.

1.4- Células-Tronco: A escolha da fonte mais adequada

O corpo humano abriga diferentes tipos de células-tronco, que sdo capazes de
se dividir muitas vezes enquanto originam subsequentemente células filhas, com
potencial de desenvolvimento mais restritos. Eventualmente essas células se
diferenciam e adquirem caracteristicas fenotipicas especificas, que contribuem para
sua fungdo altamente especializada (Grimaldi et al., 2008). Exemplos de tais células-
tronco incluem: células-tronco totipotentes, embrionarias e adultas.

Células-tronco embrionarias (CTE), obtidas através da massa celular interna
de blastocistos, sdo ditas pluripotentes pois tem a capacidade, em meios de cultura
adequados, de se deferenciarem em células derivadas dos 3 folhetos embrionarios:
ectoderma, mesoderma e endoderma (Donovan & Gearhart. 2001). As CTE
expressam um antigeno de superficie embriondrio conhecido como SSEA-1, cuja
funcdo estd associada a adesdo, migragdo e diferenciacdo celular (Reubinoff et al.,
2000). Essas células também expressam o fator de transcricdo Oct-4, o qual as
mantém no estado indiferenciado e em constante proliferacdo. No entanto, quando
estas células sdo removidas de sua origem, elas comecam a se diferenciar em células
de outros tecidos desordenadamente, sem qualquer estimulo. Como resultado da perda

do fator Oct-4, in vivo, essas células podem se diferenciar de forma adequada ou
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inadequada formando tumores apds transplante (Arnhold et al., 2004) Com isso, ¢
importante um estudo mais aprofundado no sentido de controlar a diferenciacao das
células-tronco embriondrias, para que elas possam ser consideradas em estudos
clinicos in vivo (Pera et al., 2000; Murry & Keller, 2008, Deb & Sarda, 2008).

A maioria das cé€lulas-tronco adultas, tem capacidade multipotente, ou seja, se
diferenciam somente em células do folheto embrionario pelo qual foram originadas.
Elas sdo facilmente isoladas e amplamente distribuidas podendo ser encontradas em
diversos tecidos como: medula dssea, tecido adiposo, retina, cérebro, membrana
sinovial, musculo esquelético, derme, corddo umbilical, polpa dentaria, fluido
aminidtico e vasos sanguineos € muitas outras fontes (Baksh et al., 2004; Da Silva
Meirelles et al., 2006).

Células tronco progenitoras, sdo células indiferenciadas caracterizadas como
multi ou unipotentes, pois ja estdo comprometidas a se deferenciarem nos tipos
célulares dos tecidos nos quais estas células estdo presentes. S3o encontradas em
diversos tecidos e as diferengas mais importantes entre as células-tronco progenitoras
e células-tronco mesenquimais ¢ que estas podem se replicar indefinidamente,
enquanto que as progenitoras s6 podem se dividir um ntimero limitado de vezes. Tem
sido relatado o uso experimental de células-tronco progenitoras neurais, , como fonte
potencial de diversas células no sistema nervoso central, como astrocitos e
oligodendrocitos. Estas células foram isoladas in vifro na zona ciliar marginal de
retinas de ratos e humanos. Elas podem se diferenciar em neur6nios, como
fotorreceptores, células bipolares e células gliais, in vitro. (Tsonis, et al., 2004;
Tropepe, et al., 2000, Ahmad et al., 1999; Canola et al., 2007). No entanto, essa
abordagem, pela complica¢do da extragdo dessas células que envolve procedimentos
microcirurgicos, ndo € uma op¢ao no tratamento de doengas oculares, além de ndo ser
clinicamente adequado, considerando o numero limitado destas células encontradas in
vivo. (Kicic, et al., 2003).

Apesar da enorme variedade de tipos de células tronco adultas, as células-
tronco mesenquimais ¢ hematopoiéticas sdo os tipos melhores caracterizados e
utilizados na literatura.

As células-tronco hematopoiéticas sdo responsaveis pela constante renovacao
do sangue. Estas células sdo classicamente isoladas na medula d6ssea ou sangue,
embora sejam também encontradas no corddo umbilical (sistema hematopoiético

fetal). Elas sdo capazes de auto-renovacao e diferenciagdo em células sangiiineas e
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c€lulas do sistema imunologico (Reubinoff, et al, 2000). O marcador caracteristico
destas células ¢ o CD34 (D Costa, et al., 1999).

Células-tronco mesenquimais (CTMs), encontradas em abundiancia em
inumeros tecidos mesenquimais, sao caracterizadas como adultas e a maioria de suas
caracteristicas sdo semelhantes quando comparadas a fonte em que elas foram
isoladas (Chen et al., 2008). No entanto, alguns estudos que comparam as CTMs
derivadas de diversos tecidos mesenquimais mostram que existem algumas diferencas
fenotipicas, de capacidade de proliferagdo e diferenciagdo (Peng et al., 2008). A
medula ossea €, de acordo com a literatura, a fonte mais estudada e confiavel de
CTM, mas o facil acesso ao tecido subcutaneo adiposo e os simples procedimentos de
isolamento tornam essa fonte muito atraente para terapias clinicas baseadas em
células-tronco (Miyazaki et al.,2008; He et al., 2007).

Recentemente, o comité da sociedade internacional para terapia celular
utilizando células-tronco mesenquimais, propuseram critérios para a definicdo

apropriada de células-tronco mesenquimais. Sdo elas:

e C(CTMs tém que ser aderentes ao plastico e fenotipicamente semelhantes a

fibroblastos, quando mantidas em condig¢des de cultura padronizada.

e (CTMs devem ter a capacidade de se diferenciar, quando estimuladas em

osteoblastos, adipocitos e condrocitos in vitro.

e C(CTMs devem expressar os antigenos de superficie CD73, CD90 e CD 105 e
ndo devem expressar marcadores de linhagens hematopoiéticas tais como: c-

kit, CD34, CD45 e CD19.

Além disso, as CTMs possuem uma caracteristica importante denominada
plasticidade, que nada mais ¢ do que a habilidade de uma célula-tronco adulta
proveniente de um tecido de uma certa origem embriondria de diferenciar-se em
células especializadas de um tecido derivado de origem embrionaria diferente (Jiang
et al, 2002). Tal -caracteristica deve-se a um processo conhecido como
transdiferenciacdo, que envolve uma reprogramagdo genética, onde ocorre o
desligamento de conjuntos de genes e a ativacdo de outros. Este fendmeno ¢, no

entanto, pouco entendido (Slack and Tosh, 2001).
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1.5- As células-tronco na regeneracio de tecidos lesados

Muitos pesquisadores indicam que as CTMs podem se integrar ao 0sso,
musculo, cérebro, coracdo e pulmdo quando transplantadas (Anjos-Afonso et al.,
2004). No entanto, o mecanismo especifico responsavel pelo fendmeno de integracao,
plasticidade e diferenciagdo das CTMs transplantadas ndo ¢ claro, podendo ser
explicado tanto pela transdiferenciacdo destas, quanto pela fusdo das células
transplantadas com as células residentes; ou até pela combinag¢do destes fatores
(Kallis et al., 2007).

As CTMs mostram uma forte propensdo a melhorar o dano tecidual em
resposta a injurias ou doengas. Estudos recentes sugerem que a capacidade das CTMs
de secretar fatores soluveis que alteram o microambiente tecidual supera
funcionalmente sua capacidade de transdiferenciacdo no reparo do tecido afetado ja
que a baixa ocorréncia deste fenomeno ndo condiz com os niveis de reparo

observados (Baddoo et al.,2003; Caplan & Dennis 2006; Pisati et al., 2007).

Com isso, o potencial de regeneragdo anatomico e funcional de tecidos
lesados, pelas células-tronco adultas, pode ser atribuido a dois fendmenos distintos ja
demonstrados pela literatura. Um seria a propria capacidade das células-tronco de se
diferenciarem em células do tecido lesado, através da transdiferenciagdo, e de se
integrarem neste tecido exercendo suas funcdes fisiologicas, previamente
prejudicadas. Como exemplo deste fendmeno, estudos recentes demonstraram que as
CTMs cultivadas podem ser induzidas in vitro e in vivo a se diferenciarem em
derivados nao-mesenquimais como as c¢lulas neurais (Mezey et al., 2000; Woodbury
et al., 2000). Em 2008, Gong ef al. demonstraram que CTMs administradas no espaco
sub-retiniano de ratos cujas retinas foram lesadas com iodato de sddio, foram capazes
de migrar e se diferenciar em fotorreceptores, células do epitélio pigmentar e células
da glia ap6s 5 semanas. Tomita et al. (2002) também injetaram CTMs em ratos
portadores de lesdes retinianas e observaram que as células se diferenciaram em
células retinianas in vivo. Kicic et al. (2003) demonstraram que as CTM podem ser
induzidas se diferenciar em fotorreceptores in vitro e in vivo. Apesar da integragcdo e
diferenciagdo das células-tronco na retina lesada, a recuperagdo da funcionalidade

deste tecido permanence questionavel (Tsonis ef al., 2004; Takahashi et al., 1998).
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Outro fenomeno responsavel pela regeneragdo de tecidos lesados, ja
demonstrado pela literatura, seria a producdo de fatores soluveis e citocinas, por CTEs
(Gregory-Evans et al., 2009) e CTMs, capazes de promover regeneracdo deste
tecido. Tal evento foi relatado em estudos onde houve regeneragdo de areas neurais
lesadas através de fatores neurais auténticos produzidos e liberados pelas CTMs
(Rodrigues Hell et al., 2009; Zwart et al., 2009). Esses fatores soluveis especiais
secretados pelas CTMs sdo ativos na neuroprote¢do e incluem: fator de crescimento
de hepatocito, GDNF (Glial cell line Derived Neurothrophic Factor), BDNF (Brain
Derived Neurotrophic Factor) e VEGF. Além destes fatores, estas células também
expressam receptores de neurotrofinas de alta (trk) e baixa (NGFR) afinidades.

Também foi demontrado que as CTMs estimulam células gliais a produzir
fatores neurotréficos como BDNF e NGF (Nerve Growth Factor) e que células
neurais expressam diferentes tipos de neurotrofinas e receptors trk de alta afinidade
(Mahmood et al., 2002). Tais fatores podem aumentar a habilidade de regeneracao de
tecidos neurais lesados (pois promovem melhoras em neundnios que sofreram lesdo),
estimular a proliferagdo e diferenciagdo de células-tronco progenitoras encontradas na
maioria dos tecidos, além de diminuir reagdes inflamatoria e imunoldgicas (Baddoo et
al., 2003; Chen et al., 2008; Pisati et al., 2007).

A partir destas descobertas no campo de células-tronco e sua atividade
secretora, tem-se estudado a possibilidade de que estas células poderiam servir como
c€lulas secretoras de substancias neuroprotetoras e até mesmo de farmacos e com isso
que ampliaram os prospectos da aplicacao de terapias celulares para regenerar tecidos
oculares lesados irreversivelmente por alguma doenga ou injuria.

As CTMs sdo geralmente consideradas células pouco imunogénicas e
suprimem as funcdes das células T, B e células NK, afetando também a atividade das
células dendriticas (Puissant et al., 2005; Chamberlain et al., 2007). Além disso, as
CTMs produzem uma variedade de fatores de crescimento, citocinas e proteases que
tem papel tanto na imunomodulacdo quanto na fungdo migratoria. Neste sentido,
CTMs expressam um padrao restrito de receptores de quimiocinas permitindo com
que estas células migrem para tecidos apds sinais quimiotaticos especificos (Ponte et
al., 2007; Chamberlain et al., 2007). Foi demonstrado que as CTMs migram para
varias localidades in vivo, tais como sitios de lesdo, inflamagao e tumores (Uccelli et
al., 2006; Harris et al., 2006). No entanto, os eventos moleculares relacionados a essa

migragdo ainda nao estd bem definido. Estudos recentes relatam que o eixo SDF-

22


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TCH-4RKTNGX-2&_user=686413&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037539&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686413&md5=2147efd719a8cbaf6d21b8bf013f8180#bib2
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TCH-4RKTNGX-2&_user=686413&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037539&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686413&md5=2147efd719a8cbaf6d21b8bf013f8180#bib2
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TCH-4RKTNGX-2&_user=686413&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037539&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686413&md5=2147efd719a8cbaf6d21b8bf013f8180#bib18
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TCH-4RKTNGX-2&_user=686413&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037539&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686413&md5=2147efd719a8cbaf6d21b8bf013f8180#bib18

1/CXCR4 parece ter um papel importante na migracdo e enderessamento das CTMs
para sitios de lesdo, imflamacao e tumores. (Wojakowski et al., 2008 ; Li et al.,
2006). Wohl et al. (2009) demonstraram, em um estudo in vivo em ratos, que uma
lesdao no nervo Optico induz células progenitoras da retina a migragdo em direcdo ao

local lesado e a proliferagao.

Outro mecanismo bastante estudado, no que se diz respeito ao SNC, ¢ o
padrdo de producdo de uma proteina de matriz extracelular, chamada relina, por
células da retina. Essa proteina largamente expressa durante a retinog€nese ¢
apontanda como um dos principais fatores que influenciam na migragao/
enderegcamento de células-tronco para a retina, quando esta se encontra lesada (Pulido
et al., 2007; Panteri et al., 2006). Isso se deve ao aumento de expressdo de relina em
retinas de camundongos, depois de lesionadas, em comparacao com a produgdo basal
desta proteina, quando o tecido ndo se encontra lesado. Contudo, o mecanismo que
coordena esse processo de migracdo das CTMs induzido pela relina ainda nao foi bem

elucidado.

A angiogénese, decorrente de uma lesdo, € atribuida ao fato de que alguns
tipos celulares retinianos, quando lesados, liberam substancias chamadas de fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF), que ¢ um dos mais importantes
mediadores das fases iniciais da angiogénese. Este processo ¢ caracterizado pelo
surgimento de brotos de novos vasos a partir dos vasos pré-existentes, ou pela divisao
longitudinal destes e ocorre em resposta a estimulos como a hipdxia, a isquemia, a
inflamacdo, mecanismos de estiramento e estresse de cisalhamento. A angiogénese
pode ser um processo fisioldgico normal como acontece nos casos de cicatrizagdo de
feridas, na recuperacdo uterina pds-menstruacdo € no pos-parto, ou um processo
patologico. Sabe-se que essa neovascularizagdo patoldgica ocorre, na retina, como
uma tentativa de reparag¢do de danos teciduais através da formagao local de neovasos,
por isso o estudo da alteragdo na producdo VEGF, assim como de seus receptores
(VEGFR-1 e VEGFR-2) torna-se importante no estudo da evolugdo de lesdes
retinianas. Mais do que uma unica substancia, o VEGF representa uma familia de
proteinas. Existem cinco tipos conhecidos: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E. (Ferrara, 2004). O VEGF-A ¢ o principal fator encontrado na corrente

sangiiinea e promove a formagdo de novos vasos por agdes distintas e sinérgicas. Sua
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isoforma VEGF¢s € a principal encontrada no olho humano, e ¢ considerada a maior
responsavel pela angiogénese em processos patoldgicos oculares (Ishida et al., 2003;

Tolentino et al., 1996).

As propriedades distintas das CTMs evidenciam sua aplicagdo promissora em
estudos clinicos incluindo a medicina regenerativa, terapias baseadas em células e
engenharia de tecidos. Além da capacidade de diferenciagdo multipotente, o uso das
CTMs autdlogas para terapias ¢ vantajoso, ja que ¢ livre de riscos como
imunorejeicdo e carcinogénese e também pode evitar constrangimentos ¢éticos

causados pelo uso de células-tronco embrionarias.
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2- A hipotese a ser testada

O propodsito do nosso trabalho ¢, portanto, avaliar a possibilidade do
desenvolvimento de uma terapia celular baseada em cé¢lulas-tronco mesenquimais
visando a recuperacdo das células retinianas lesadas ou doentes, através de um

modelo animal experimental.

Para isso, serdo avaliandos 3 possiveis caminhos que podem evoluir na

melhora do quadro de lesdo. Sao eles:

1) A capacidade da retina lesada de se auto-recuperar através da ativacdo, por fatores

soluveis de células-tronco enddgenas (também conhecidas como células progenitoras)

2) A capacidade das células-tronco mesenquimais transplantadas de migrar, integrar e

de se diferenciarem em cé€lulas retinianas quando mortas ou lesadas.
3) A capacidade das células-tronco transplantadas de proteger as células retinanas
lesadas e impedir a progressio da lesdo através da producdo de fatores

neuroprotetores soluveis.

Objetivos Especificos

e Criar um modelo experimental apropriado, utilizando ratos, para a viabilizagao
da realiza¢dao de um estudo de transplante, de forma adequada.

e Caracterizar fenotipicamente, por citometria de fluxo e por imunocitoquimica
as células-tronco mesenquimais a serem tranplantadas utilizando marcadores
especificos para esse tipo de célula (CD45, CD54, CD90, CD73).

e Avaliar a migragdo das células-tronco mesenquimais provenientes do tecido
adiposo e medula Ossea para retina lesionada, apos diferentes tempos do
transplante.

e Avaliar, através de experimentos morfologicos, se ocorre algum tipo de
diferenciagdo das células-tronco transplantadas apos integragao dessas células

no tecido retiniano lesado.
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e Avaliar diferencas relacionadas ao padrdo de migracdo, sobrevivéncia e
reparo tecidual, através da quantificacao, por PCR em tempo real (RT-qPCR)
de transcritos génicos para fatores relacionados a estes eventos, entre as
diferentes fonte de células-tronco mesenquimais testadas (medula 6ssea ou

tecido adiposo).

Esta tese, por motivos didaticos, sera escrita de acordo com as fases cronologicas do
projeto, ja que os materiais € métodos, resultados e discussdo apresentados serdo

especificos para cada fase. As fases serdodescritas como:

A. FASE 1 — Essa fase priorizou avaliar a ocorréncia da diferencias das CTMs
como possivel evento responsavel pela regeneragdo retiniana. Este estudo foi
embasado em ENSAIOS MORFOLOGICOS onde as CTMs, marcadas com
DAPI e Qdot, foram transplantadas e avaliadas in vivo, de forma tempo
dependente quanto seu padrdao de migragdo e diferenciacdo. A partir desta fase
houve a viabilizacdo do estudo baseado em terapia celular, para regenerar
retinas lesadas através da criagdo de um modelo experimental animal
adequado.

B. FASE 2 - Esta fase teve como foco a realizacio de ENSAIOS
QUANTITATIVOS a fim de avaliar, de forma tempo dependente, a producao
de fatores soluveis pelas CTMs, assim como seu padrdo de migragdo e
sobrevivéncia in vivo, apds serem transplantadas em retina lesada. Nesta fase,
em que também foi feito um estudo comparativo, foram utilizadas CTMs
marcadas endogenamente com EGFP provenientes de medula 6ssea e de

tecido adiposo.
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A- FASE 1

3- Materiais e Métodos

3.1- Animais e Grupos experimentais

Para estudo com células marcadas de forma exdgena, foram utilizados, como
ratos doadores (que doaram células para transplante) e receptores (que receberam
c€lulas transplantadas), ratos -rattus novergicus- fem€as ou machos inbred da
linhagem WISTAR- SHR com 4 a 10 semanas de idade.

De acordo com a presenga ou auséncia de lesdo retiniana, de células
transplantadas € com o tipo de marcagdo celular para traceamento, os seguintes

grupos experimentais foram constituidos:

A- Ratos sem lesao retiniana e sem nenhum tipo de adminstragdo de farmacos,
c€lulas ou substancias (n=27) -Grupo Controle-
B- Ratos com lesdo retiniana tranplantados com CTMs marcadas com:
B1- DAPI- marcagdo exogena- (n=27)
B2- DAPI e Quantum Dots simultaneamente - marcacao exogena- (n=27)

C- Ratos com lesao retiniana e com inje¢do de PBS (n=27)

Todos os grupos foram avaliados em 3 tempos: 2 (n=9) , 4 (n=9) e 8 (n=9)

semanas ap0s a realiza¢do do transplante de CTMs.

3.2- Obtencao e cultivo de células

e Meio de cultura basal

DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium, Gibco) suplementado com 5SmM de
bicarbonato de sodio (Merck), 10% de soro fetal bovino (Gibco), 100 unidades de

27



penicilina G/mL, 100 unidades de streptomicina/mL e 0,25ug de anfotericina B/mL

(PSA, Gibco).

e Extracido das células -tronco mesenquimais derivadas da medula o6ssea

(MO-CTMs)

As células tronco mesenquimais obtidas a partir de medula 6ssea foram
extraidas de ratos doadores com 4 a 6 semanas de idade. Os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e tiveram suas tibias e fémures extraidos. Em
meio estéril, as epifises dos ossos coletados foram seccionadas expondo a medula.
Esta foi retirada através do influxo de meio DMEM previamente preparado, com
auxilio de uma seringa de 15 mL. As cé€lulas foram coletadas em tubo de 50 mL
(Falcon) e centrifugadas a 1400 rpm, por 5 minutos, a 10°C. Apos a centrifugacdo, o
sobrenadante foi desprezado e o precipitado (pellet) contendo a fracdo celular foi

ressuspenso em meio controle (Maniaopoulos & Melcher, 1998).

e Extracio das células —tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo

(TA-CTMs)

A obtencao das cé€lulas tronco mesenquimais a partir do tecido adiposo se
deu de acordo com protocolo descrito por Ogawa e colaboradores (2003), com
modificagoes.

Ratos doadores, com 4 a 6 semanas de idade foram sacrificados por
deslocamento cervical, e banhados com alcool 70% para evitar contaminagao.
Posteriormente, o peritonio dos animais foi aberto € a gordura inguinal retirada e
colocada em tubo de S0mL contendo meio DMEM.

Na camara de fluxo laminar, em condic¢des assépticas, o tecido foi banhado
com tampdo fosfato salino (PBS) 0,15M pH 7,2 até eliminacdo do contetdo
sangliineo visivel. Apds isto o tecido obtido foi lavado com DMEM por 3 vezes. Com
estas lavagens procurou-se eliminar microrganismos, através dos antibidticos e
antimicotico presentes na solucdo. A gordura foi extensivamente cortada, macerada e
submetida a digestdo enzimatica em solu¢do contendo PBS com 0,15% de colagenase

tipo D (Gibco), por 2 horas em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C. A cada
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15 minutos esta preparagdo foi vigorosamente agitada. Decorrido o periodo de duas
horas, a digestdao foi interrompida pela adicdo de DMEM acrescido de 10% de soro
fetal bovino em volume igual ao contido na preparagao.

A suspensdo de células foi centrifugada a 1400 rpm, por 5 minutos, a 10°C.
Ao final da centrifugacdo o sobrenadante contendo a fragdo adipocitaria foi
desprezado, e o precipitado contendo a fragdo estromal vascular foi ressuspenso em

meio controle.

e Cultura celular primaria

As células obtidas dos tecidos medular e adiposo foram plaqueadas em
frasco de cultura celular T-75 (75 cm’) contendo 10 mL de meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e cultivadas em uma estufa com
atmosfera de 5% de CO, a 37°C por trés passagens.

Nos dois dias subseqiientes a extragdo, cada frasco foi cuidadosamente
lavado, varias vezes, com PBS para remog¢do de hemadcias e outras células nao
aderentes. O meio foi trocado a cada 3 dias.

Apo6s duas semanas e sucessivas trocas periddicas do meio, as células ndo
aderentes foram totalmente removidas e as aderentes expandidas, obtendo-se portanto

uma cultura homogénea em monocamada.

3.3 - Teste de Viabilidade Celular

O ensaio de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina)
¢ um método colorimétrico sensivel e quantitativo que mensura a viabilidade e estado
de ativagdo das células (Mosmann, ef al., 1983). Este ensaio baseia-se na capacidade
de enzimas desidrogenases, presentes na mitocondria de células vidveis, em converter
o substrato dimetiltiazol, soluvel em dgua, em cristal de formazan, produto insoluvel
na dgua. A quantidade de formazan produzido ¢ diretamente proporcional ao nimero
de células viaveis.

As linhagens celulares foram cultivadas, em sua terceira passagem, em meio

5
de cultura basal em uma placa de 24 pocos (NUNC) numa densidade de 5x10

células/ mL/ pogo e incubadas por 18 horas a 37°C em estufa com S%COZ. Apds este
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periodo, o meio de cultura foi retirado e 210uL de meio de cultura basal foi

adicionado. Foi acrescentado as células, 170uL da solucao de MTT (SIGMA) 5
mg/mL. A placa foi novamente incubada em estufa com 5% de CO2 a 37 C por 2

horas e, em seguida, as células foram observadas em microscopio Optico para a
visualizacdo dos cristais de formazan. Foi acrescentado a cada poco 210uL de
SDS10%-HCI para a solubilizagdo dos cristais. Apds 18 horas, foram recolhidos
100uL de cada pogo e a leitura dos valores de absorbancia da solugdo resultante foi
realizada a 595 nm em um leitor automdatico de micro placas (EIx800, Bio-Tek,

Instruments Inc.) e os resultados foram plotados em forma de grafico de barras.

3.4- Deteccao da atividade da fosfatase alcalina

A producgdo de fosfatase alcalina foi avaliada através do ensaio de NBT-BCIP
(Gibco). Este ensaio ¢ baseado na reagdo cromatogénica iniciada pela clivagem do
grupamento fosfato presente no BCIP (bromo-cloro-indol fosfato) pela fosfatase
alcalina presente nas células. A reagdo produz um proton que reduz o NBT (nitro blue
tetrazol) a um precipitado insoltvel de cor purpura. Através da atividade da fosfatase
alcalina, ¢ possivel avaliar o nivel de diferenciacdo celular, visto que esta ¢ um
marcador celular precoce tanto de células tronco quanto de osteoblastos. Além disso,
a atividade desta enzima nos permite distinguir células-tronco mesenquimais de
outras celulas do mesenquima tais como fibroblastos, ja que a producdo da fosfatase
alcalina ¢ elevada nas CTMs quando comparada aos fibroblastos.

Para a deteccdo de fosfatase alcalina nas células em terceira passagem, na

concentracdo de 5 xlO5 por pogo, todo o “sobrenadante” de cultura celular foi
retirado. As células foram lavadas com PBS e 200uL de solugdo de BCIP-NBT,
preparada de acordo com as instru¢des do fabricante (Gibco), foi adicionada a cada
poco. Apos 2 horas de incubacao, cada pogo recebeu 210uL. de SDS 10% HCI para a
solubilizacdo dos precipitados purpura. As placas foram incubadas a 37°C por 12
horas. Apds a solubilizagdo, 100pL de cada pogo foi colocado numa placa de 96
pogos e a densidade Optica da solugdo foi medida a 595 nm num leitor automatico de

micro placas.
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3.5 - Analise fenotipica das CTMs por Citometria de Fluxo (CF)

As CTM de medula 6ssea e de tecido adiposo foram caracterizadas por
citometria de fluxo através da andlise da presenca de cinco moléculas de superficie
celular CD29,CD44, CD90, CD54 ¢ CD73 que sao consideradas como marcadores
positivos de células tronco mesenquimais (Pittenger, et al, 1999). Para verificar a
existéncia de contaminacdes da cultura de células-tronco mesenquimais com células
tronco hematopoiéticas, também foi analisado a presenca das moléculas de superficie
celular CD34 e CD45, que sdao considerados marcadores positivos de células-tronco
hematopoiéticas. — Primeiramente, foi delimitada a populagdo de células a ser
estudada através de regides que sdo criadas em graficos de tamanho x granulosidade

Os resultados foram plotados em forma de histograma.
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Figura 2- Populacdo de células-tronco provenientes de medula-6ssa (A) e tecido adiposo (B)
selecionadas para analise de acordo com padrdes de tamanho e granulosidade celular.

3.5.1- Marcacao celular com anticorpos primarios e secundario

CTMs, em terceira passagem, de medula 6ssea e tecido adiposo na densidade

6
de 1X10 foram incubadas com uma concentragdo de 1pg dos anticorpos primarios

(tabela 1) em diferentes pogos em uma placa de 96 pocos (placa fundo em U) por 30
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minutos a 4°C. Apo6s a incubacao, as células foram lavadas com PBS e incubadas com
Iug do anticorpo secundario monoclonal de coelho anti IgG de camundongo marcado
com FITC isotiocianato de fluoresceina (calbiochem) ou Alexa fluor (invitrogen) —
568nm ou 488nm (invitrogen) por 30 minutos a 4°C. As células foram novamente
lavadas em PBS e depois fixadas em formaldeido 2%. 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

populagdo a ser analisada.

3.5.2 - Leitura no citometro de fluxo FACScan (Becton Dickinson

Immunocytometry System, San Jose, CA)

Um minimo de 15.000 eventos foram adquiridos, utilizando o programa
CELLQuest. Os dados obtidos foram analisados no programa WinMDI 2.8.
Primeiramente, a populagdo de células a ser estudada foi delimitada através de regides
que sdo definidas em graficos de tamanho versus granulosidade gerado pela anélise de
células que ndo foram submetidas a nenhum tipo de marcagdo. Posteriormente,
utilizamos um grafico de histograma para delimitarmos a regido do controle negativo
de fluorescéncia referente as células que foram incubadas apenas com o anticorpo
monoclonal de coelho anti IgG de camundongo marcado com FITC e com Alexa
fluor. A partir da definicdo destes pardmetros, iniciamos a analise das células

marcadas com os anticorpos primarios e secundarios.

3.6- Analise fenotipica das CTMs por Imunocitoquimica (1CC)

CTMs de medula 6ssea e de tecido adiposo em cultura na terceira passagem,
foram fixadas por 10 min com uma solucdo de 4% de paraformaldeido em PBS,
lavadas com PBS e permeabilizadas através da incubagdo com 0.25% de TritonX-100
(Roche, Alemanha) em PBS por 10 minutos. Apds a permeabilizagdo as células foram
lavadas 3X em PBS, 5 minutos cada lavagem e bloqueadas, a temperatura ambiente,
com 3% de BSA em PBS-Tween 0.05% por 2 horas. Mais uma vez as células foram

lavadas 2X em PBS, 5 minutos cada e, posteriormente, incubadas com anticorpos
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primarios por 1 hora a temperatura ambiente (tabela 1). Apds o periodo de incubagao,
as c¢lulas foram lavadas 3X com PBS, 5 minutos cada, e incubadas com os anticorpos
secundarios. Os anticorpos secundarios foram diluidos na mesma solugdo dos
primarios. Os anticorpos secundarios usados, na dilui¢do de 1:500, foram: anticorpo
de cabra anti IgG de camundongo conjugado ao fluorocromo Alexa 488 (Molecular
Probes) e cabra anti IgG de Coelho conjugado ao fluorocromo Alexa 568 (Molecular
Probes). Novamente as células foram incubadas por 1 hora, temperatura ambiente, ao
abrigo da luz. Apds o periodo de incubagdo, as células foram novamente lavadas, 3X
em PBS, 5 minutos cada, ao abrigo da luz. As células foram incubadas em DAPI, na
dilui¢do de 1:200, por 1 minuto e lavadas 1X em PBS por 5 minutos. Para prevenir a
perda da fluorescéncia e o ressecamento do material, as laminulas receberam
Hidramount e foram montadas sobre uma lamina. As laminas foram analisadas
usando um microscopio de fluorescéncia (Olympus®, Optical sectioning microscope
attached to an Axioplan imaging Apotome® apparatus, Zeiss®, Germany).
Colocalizagdo das imagens com dupla marcacdo foi feita pela sobreposi¢do de

imagens digitais separadas de cada fluorocromo.

X O Antigeno Teste Espécie Fornecedor Diluigéao

Tabela 1- Anticorpos primarios para Imunocitoquimica (ICC) e Citometria de Fluxo

(CF)
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CD29 CF Camundongo Abcam 1:50
CD34
CF Camundongo Abcam 1:50
CDh44
CF Camundongo Abcam 1:50
CD45 ICCeCF Camundongo Abcam 1:50
BD
CD54 ICC e CF Camundongo o 1:500 e 1:50
Biosciences
BD
CD73 ICCeCF Camundongo o 1:500 e 1:50
Biosciences
BD
CD90 ICCeCF Camundongo o 1:500 e 1:50
Biosciences
BD
GFP ICCeCF Coelho o 1:500 e 1:50
Biosciences

3.7- Marcacao celular para traceamento

e DAPI
ApOs a terceira passagem as MO-CTMs foram incubadas, em cultura, com 50
pg/mL de 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Molecular Probes, Invitrogen) a
37°C e 5% CO; por 2h. MO-CTMs foram tratadas com tripsina (Gibco) por 3 minutos
para gerar uma suspensdo celular homogénea, lavadas 3 vezes com DMEM,
ressuspendidas em DMEM sem soro, contadas, e mantidas em gelo até a realizacao do

transplante.

e Quantum Trackers
Quantum trackers (Invitrogen) sdo microcapsulas que liberam nanocristais
fluorescentes chamados quantum dots (Qdots) no citoplasma de células vivas, usando
um peptideo ligante especifico. Um vez dentro das células vivas, estes nanocristais
emitem uma fluorescéncia intensa e estavel que pode ser traceada (rastreada) durante
vérias geragdes mas nao sdo transferidas para populacdes de células adjacentes. Para
marcacdo das CTMs com os Qdots foi realizado a seguinte procedimento:
Foi preparada uma solu¢do de marcacdo de 10nM misturandolpl do reagente A e
B do Qdot em um eppendorf de 1,5 mL. Apods incubacdo a temperatura ambiente por

5 minutos foi adicionado DMEM ao tubo juntamente com uma suspencdo de 1x10°
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CTMs. Essa solugao de células com nanocristais foi homogeinizada, incubada a 37°C
por 60 minuntos e lavada com DMEM 3 vezes. As c€lulas marcadas sdo entdo

mantidas células no gelo até a realizagdo do transplante.

3.8- Estabelecimento de uma modelo de lesao

Ratos receptores, de 10 al2 semanas de idade foram anestesiados com uma
dilucdo de quetamina (Smg/por 100g de peso) e xilazina (2mg/por 100g de peso),
administradas de forma intramuscular. Midriase (dilatacdo da pupila) foi induzida
pela anestesia. A lesdo retiniana, feita em ambos os olhos dos ratos, foi induzida por
varios tiros de laser neodymium-doped yttrium aluminium garnet (Nd-YAG) usando
uma media de 0.5 mJ de energia. Uma lente tipo Goldman contendo trés espelhos foi
usada para produzir aproximandamente 15 a 20 tiros de YAG laser ao redor do disco
optico. As lesdes perfuraram a retina em toda sua espessura, como observado por
pontos de hemorragia subretiniana. Os animais cujo laser causou hemorragia massiva
ndo foram usados neste estudo.

Este tipo de lesdo traumatica pode mimetizar os danos celulares causados na
retina por doengas degenarativas, ja que a lesdo por laser também causa danos na
membrana de Bruch (formada por coldgeno e localizada entre a membrana cordide e o
epitélio pigmentado da retina) que levam a hipoxia e resultam na formacdo de
neovasos que penetram no espago sub-retiniano dessa provocando exsudacdo e

hemorragia. (Damico 2007; Zhang et al., 2004).

3.9- Transplante intravitreo das CTMs

Ratos receptores foram anestesiados através de uma injecdo intramuscular de
uma dilui¢do de cetamina (Smg/por 100g de peso) e xilazina (2 mg/por 100mg de
peso). Uma suspensio celular (20 pl) contendo aproximadamente 2x10° MO-CTMs
marcadas com os grupos distintos de marcadores, foi injetada lentamente na cavidade
vitrea via pars plana, usando uma agulha de 30 gauge, 24 horas apds a lesdo ser

induzida por laser.
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3.10- Processamento dos espécimes

Os animais foram sacrificados 2, 4, e 8 semanas apos a realizacdo do
transplante. O bulbo ocular foi enucleado através de uma peritomia limbal de 360° ,
isolando os musculos extra oculares, ¢ dissecando o nervo 6ptico no apéndice da

orbita.

3.10.1- Para analise morfoldgica através de imunohistoquimica

Ambos os olhos dos ratos dos grupos experimentais foram processados de
duas formas: ainda frescos (embebidos em OCT e congelados) ou fixados em
Omnifix (FR Chemical Inc, Mount Vernon, NY). Os olhos processados ainda frescos
foram cortados (10 um) no criostato e analisados imediatamente em microscopio de
fluorescéncia. Os olhos fixados ficaram na solu¢do de Omnifix por 24h, foram
desidratados através de diferentes concentracdes de etanol, xilol, embebidos em
Paraplast-Plus (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), e cortados (7 um) usando um
microtomo. Para ambos os processos, as laminas foram coradas com
hematoxilina/eosina, e visualizadas em um microscopio Optico para avaliar a

preservacao da morfologia retiniana.

Todos os blocos embebidos em paraplast foram cortados, o paraplast foi
removido, os cortes foram re-hidratados e submetidos a marcagdo imunoldgica
usando varios anticorpos especificos para cé€lulas retinianas (tabela 2). Apds bloquear
por 1 hora ,em temperatura ambiente, com 2% de soro fetal bovino diluido em PBS os
cortes foram incubados com os anticorpos primarios, durante a noite a 4°C em camara
umida. Os cortes foram posteriormente lavados trés vezes por 5 minutos em PBS e
entdo incubados por 1 hora (temperatura ambiente) em uma diluicao de 1:500 com os
seguintes anticorpos secundarios: anticorpo de cabra anti IgG de camundongo
conjugado ao fluorocromo Alexa 488 (Molecular Probes) e cabra anti IgG de coelho
conjugado ao fluorocromo Alexa 568 (Molecular Probes). Os cortes foram entdo
lavados trés vezes por 5 minutos com PBS, as ldminas foram montadas utilizando
hidramount e analisadas usando um microscopio de fluorescéncia (Olympus®,

Optical sectioning microscope attached to an Axioplan imaging Apotome® apparatus,
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Zeiss®, Germany). Colocalizacdo das imagens com dupla marcacgdo

sobreposi¢do de imagens digitais separadas de cada fluorocromo.

Tabela 2- Anticorpos primarios para Imunohistoquimica

foi feita pela

Imunohistoquimica

Antigeno Clone Espécie Fornecedor | Diluigédo
Rodopsina [RET-P1] | camundongo Abcam 1:16
GFAP (Glial

fibrillary acidic Coelho Abcam 1:1000

protein)
Parvalbumina Coelho Abcam 1:1000
Pan-
Citoqueratina

4- Resultados

Serdo mostrados, neste momento,os resultados experimentais da FASE 1 da

tese, onde foram caracterizadas as células-tronco isoladas de medula 6ssea e de tecido

adiposo de ratos Wistar SHR. Essas células foram testadas quanto sua viabilidade,

quanto sua producdo de fosfatase alcalina e quanto a presenga de marcadores

especificos de membrana para células-tronco mesenquimais.

4.1- Morfologia das MO-CTMs e TA-CTMs de ratos wistar

A morfologia das células-tronco isoladas de medula éssea e tecido adiposo de

raors Wistar SHR, em cultura com meio de cultivo celular DMEM - 10% SFB,

assumiram a forma fusiforme alongada com ntcleo central e alguns prolongamentos.

Essas células apresentam altas taxas replicativas e sdo aderentes as garrafas de cultivo

celular.
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Figura 3. Cultura celular de células-tronco isoladas de medula 6ssea (A) e tecido adiposo
(B) de ratos wistar. Documentagdo fotografica das células-tronco apds 3% passagem ao

microscopio optico no aumento de 100x.

4.2- Analise morfologica das atividades enzimaticas das MO-CTMs e

TA-CTMs de ratos wistar

As analises morfoldgicas documentadas nos ensaios de viabilidade celular
(MTT) tanto das MO-CTMs (Fig 4A) quanto das TA-CTMs (Fig 4C) de ratos wistar
mostram a presenga de cristais de formazam, comprovando a viabilidade celular
através da atividade enzimatica. Ja nos ensaios da atividade fosfatase alcalina (AP)
sdo observados pontos escuros, nas figuras, que representam a formagao do produto e
sua sedimentacdo. Isso comprova a atividade enzimética tanto das MO-CTMs (Fig

4B) quanto das TA-CTMs (Fig 4D).
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Figuras 4A ¢ C. Ensaio da metabolizacao do MTT. Formagdo dos cristais de formazam
documentados no aumento de 100X ao microscopio optico. As figuras 4B e D mostram o
ensaio da atividade de fosfatase alcalina. Analise morfoldgica documentado no aumento de

100X ao microscopio dptico.

4.3 — Analise fenotipica das CTMs por Citometria de fluxo (CF)

A visualizagdo da presenga dos marcadores celulares em ensaios de citometria de
fluxo objetivou comprovar o fen6étipo das células-tronco obtidas de medula éssea e
tecido adiposo Portanto, para a caracterizagdo da cultura de TA-CTMs foram
selecionados os cluster of differentiation (grupos de deferenciacdo) CD29, CD44, e
CD34. Para o estabelecimento da cultura de MO-CTMs foram selecionados os cluster
of differentiation: CD45, CD54, CD73,e CD90. Os CD29, CD44, CD54, CD73 e
CD90 sao, de acordo com a literatura marcadores especificos para CTMs. Os CD34 e
CD45 sdo caracteristicso das células-tronco hematopoiéiticas. Na andlise,
primeiramente delimitamos a populacao de células a ser estudada através de regides
que sdo criadas em graficos de tamanho x granulosidade. Posteriormente, utilizamos
um grafico de histograma para delimitarmos o marcador da regido de controle
negativo, referente as células marcadas com IgG Alexa ou um grafico de células que
ndo foram submetidas a marcacdo. Com isso, iniciamos a andlise fenotipica das

CTMs.
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Figura 5- Analises individuais plotadas a partir das anailises fenotipicas para
marcadores moleculares obtidas por citometria de fluxo das MO-CTMs de ratos Wistar.
Na fig 5A, os histogramas mostram a intensidade de fluorescéncia de cada marcador
analisado. Na fig 5B, a analise quantitativa dos controles (so células e controle de conjugado)

¢ de cada marcador esta representada em forma de grafico.
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Figura 6- Anailises individuais plotadas a partir das analises fenotipicas para
marcadores moleculares obtidas por citometria de fluxo das TA-CTMs de ratos Wistar.
Na fig 6A os dot plots mostram a intensidade de fluorescéncia de cada marcador analisado.
Na fig 6B, a analise quantitativa dos controles (s6 células e controle de conjugado) e de cada

marcador esta representada em forma de grafico.

4.4- Marcacao das células para traceamento

Para verificar o destino das MO-CTMs transplantadas em retinas lesionadas
com tiros do laser Nd-YAG, as células foram pré-marcadas em cultura com DAPI

antes da realizagdo do transplante.

Figura 7- Andlise morfolégica das MO-CTMs em cultivo e marcadas com DAPI. A
figura 7A mostra uma microscopia de contraste de fase das MO-CTMs de rato Wistar em
garrafas de cultura, na segunda passagem. As setas mostram a presenca de células ndo

aderentes de forma arredondada. Depois de expandir essas células até a 3° passagem,
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obtivemos uma cultura homogénea em monocamada (MO-CTMs) a qual foi marcada com

DAPI, como é mostrado na fig. 7B

4.5- Padrio de migracio das MO-CTMs apos transplante

Para verificar a incorporacao e distribuicao das células transplantadas na retina
lesionada, o tecido recentemente obtido foi congelado, cortado no criostato e
examinado apos 2, 4 e 8 semanas apos o transplante (Fig. 8). Foi observado que as
células transplantadas incorporaram no tecido retiniano de forma tempo-dependente.
A sobrevivéncia destas células foi substancial em todos os olhos transplantados e em
todos os tempos avaliados. Na segunda semana (Fig. 8B) , a maioria das MO-CTMs
se mantiveram no espago vitreo, na quarta semana (Fig 8C) algumas células ja
puderam ser encontradas na retina e na oitava semana (Fig 8C) pode-se observar uma
alta taxa de incorporac¢do de células na retina neural. Com isso, podemos inferir que
as MO-CTMs transplantadas possuem capacidade de migracdo em dire¢do ao tecido
lesado (trofismo) e que elas sdo capazes de incorporar neste tecido. Esse trofismo
poderia ser explicado por uma série de fatores soliveis, como relina e SDF-1
produzidos por células neurais lesionadas, ¢ que fazem com que as células-tronco
transplantadas aumentem a expressao de receptores para esses fatores e migrem para
o local de lesdo. No entanto, neste experimento ndo foi demonstrado nenhum tipo de
diferenciagdo destas células em células retinianas, ja que ndo foram usados anticorpos

especificos para células retinianas.

vitreous space




Figura 8- Microscopia de fluorescéncia mostrando a migracdo das MO-CTMs marcadas
com DAPI apés transplante intravitreo em ratos cujas retinas foram lesadas por laser.
Distribui¢do das células transplantadas, (Fig 8B) 2 semanas apds o transplante, mostrando que
a maioria das células ainda se encontram no espago vitreo, (Fig 8C) 4 semanas apds o
transplante, mostrando que poucas células transplantadas ja se incorporaram na retina, (Fig
8D) 8 semanas apos o transplante, mostrando que a maioria das células transplantadas ja se
encontram nas camadas ONL, INL, e GCL da retina. A figura 8A mostra um corte de retina
do grupo controle, cuja retina foi lesada mas ndao houve administragdo de células-tronco. As
setas mostram a localiza¢do das MO-CTMs apos transplante. Aumento de 150x. Abreviagdes:
RPE, retinal pigment epithelium; ONL, outer nuclear layer; INL, inner nuclear layer; GCL,

ganglion cell layer

4.6- Analise imunohistoquimica da retina

Com o objetivo de averiguar se as MO-CTMs transplantadas e j& distribuidas
pelo tecido retiniano (na oitava semana) expressam marcadores especificos de células
retinianas, foi realizado um ensaio de imunohistoquimica, em que o tecido retiniano
foi fixado e embebido em paraplast. Optamos pela fixagao do tecido ao invés da
avaliagdo deste tecido fresco, pelo fato de que a fixagdo do tecido e sua inclusdo no
paraplast promovem uma melhor preservacdo de sua morfologia fazendo com que
ocorra uma melhor identificacdo das estruturas e consequentemente uma analise mais
adequada. A co-localizacdo do DAPI com um dos marcadores especificos para células
retinianas foi usada para avaliar a capacidade de diferenciacdo neural das células
transplantadas. Os marcadores especificos para células retinanas usados foram a
rodopsina, para bastonetes, a GFAP (glial fibrillary acidic protein) para células de
Muller e astrocitos, parvalbumina para células bipolares e amdacrinas, e pan-

citoqueratina para o epitélio pigmentar da retina (EPR) (tabela 2). A maioria das
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Rodopsina

Parvalbumina

‘AP

c€lulas marcadas com DAPI, as quais presumimos que sejam as MO-CTMs,
incorporaram na camada nuclear externa (ONL ou CNE) e expressaram rodopsina
(Fig. 9A-painel direito), e parvalbumina (Fig. 9B- painel direito), sugerindo um
possivel potencial para se diferenciarem em bastonetes e células amécrinas ou
bipolares respectivamente. Um pequena quantidade destas células também se
mostraram positivas para GFAP (Fig. 9C-painel direito), sugerindo que estas células
podem possuir habilidade para se diferenciarem em astrocitos ou células de muller.
Também foram observadas células marcadas com DAPI no espago retiniano, mas
estas células ndo expressaram marcadores retinianos especificos em nenhum
momento. (Fig. 9A e D painel direito). Nos cortes de tecido retiniano do grupo
controle (onde a retina lesionada recebeu somente PBS), os marcadores retinianos
especificos ficaram evidentes e nenhuma fluorescéncia inespecifica foi observada,
excluindo a possibildade de auto fluorescéncia das proprias células retinianas (Fig. 9-
painel esquerdo). Nao houve co-localizagdo de células marcadas com DAPI e

marcadores especificos para EPR (Fig.9D-painel direito).

Grupo Controle Grupo Tratado com MO-CTMs
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Figura 9- Anadlise imunohistoquimica das MO-CTMs marcadas com DAPI em cortes de
retinas lesadas 8 semanas apés transplante intravitreo. As imagens localizadas no painel
esquerdo da figura 9 mostram imunoreatividade por um marcador retiniano especifico em
cortes de retinas lesadas tratadas somente com PBS (controle). As imagens no painel
direito da figura mostram imunoreatividade por um marcador retiniano especifico (verde),
em cortes de retinas lesionadas e tratadas com MO-CTMs. Oito semanas ap6s o transplante,
as células transplantadas marcadas com DAPI (azul) co-expressaram rodopsina (verde-9A) ,
parvalbumina (verde-9B) e GFAP (verde- 9C) . Nenhuma célula transplantada co-expressou o
marcador para RPE (verde-9D) ou pan-citoqueratina. As cabegas de setas no painel direito (A
e D) indicam a presenga de células transplantadas (azul))no espago sub-retiniano. A imagens
do grupo controle (painel esquerdo) ndo mostraram marcagdes inespecificas. Barras de escala,
20 um. Abreviagoes: RPE, retinal pigment epithelium; ONL, outer nuclear layer; INL, inner
nuclear layer; GCL, ganglion cell layer.
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4- Discussao

Inimeros trabalhos encontrados na literatura, relatam que células-tronco
mesenquimais provenientes de medula Ossea tem a capacidade de se diferenciar em
células neurais retinianas in vivo e in vitro, € quando transplantadas em locais de
lesdo, em modelos experimentais animais, essas células tem a habilidade migrar para
o local da lesdo, iniciar reparo tecidual, diferenciar em células neurais e restaurar
fungao tecidual fisioldgica.

Corroborando com esses estudos, nossos resultados obtidos através de
imunohistoquimica, sugerem que, se as células transplantadas (MO-CTMs) estdo co-
expressando marcadores especificos de células retinianas: células bipolares,
amacrinas, células de muller e especialmente bastonetes; entdo essas células se
diferenciaram, oito semanas apos transplantadas no humor vitreo de olhos de ratos
cujas retinas foram lesionadas, em células neurais retinianas.

No entanto, os mecanismos relativos a eventos relacionados com a

diferenciagdo de MO-CTMs, incluindo recuperagdo tecidual funcional ja
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documentada, ainda estao sob consideravel debate cientifico, podendo ser explicados
por varias hipdteses. Plasticidade ou transdiferenciacdo ¢ uma das propriedades das
células-tronco mesenquimais, que poderia explicar tais eventos, no entanto, o
fendomeno de fusdo entre as células transplantadas e células hospedeiras tem sido
proposto como uma explicacdo para a aparente plasticidade das CTMs (Atsma et al.,
2007). Um dos estudos mais importantes que evidenciou este tipo de fusdo foi feito
por Alvarez-Dolado et al. (2003); nele foi demonstrado que MO-CTM foram capazes
de fundir com células de purkinge, cardiomiocitos e hepatocitos. Esse evento também
foi demonstrado por Terada et al. (2002) que observaram que CTMs de camundongo
se fundem espontaneamente com células hospedeiras, in vivo, adotando seu fenotipo.
Estes dados devem ser considerados como uma possivel explicagdo para a
diferenciagdo, in vivo, de CTMs em tipos celulares inesperados, ja que a presenca de
marcadores de tipos celulares especificos que caracterizariam a diferenciagdo podem
ser resultantes de uma fusao com células hospedeiras adjacentes. Além disso, o fato
de que em varios estudos as CTMs mostram uma forte propensdo a melhorar uma
lesdo tecidual em resposta a lesdes ou doengas, pode também ser explicado pela fusdao
destas células com células hospedeiras, ja que “células fusionadas” podem se tornar
uma populagdo dominante . Isso ocorre pelo fato destas células fundidas” terem uma
vantagem no crescimento e sobrevivéncia em relagdo a populagdo de células
hospedeiras (Enzmann et al., 2009). J& foi também demonstrado, que as células
transplantadas podem recuperar a funcionalidade de células hospedeiras lesadas
através da producao de fatores soluveis, ja que servem como um sistema celular local
de liberagao destes fatores.

Outro aspecto a ser considerado para a geragcdo de fenotipos inesperados apos
transplante de MO-CTMs em tecidos lesados ou doentes € o uso indiscriminado e
generalizado de corantes como DAPI, tintas orginicas, BrdU (5-bromo-2-
desoxiuridina), iodeto de propideo ou outros analogos de timidina como
marcador/traceador tUnico destas células in vivo. Esses marcadores sdo
frequentemente usados exclusivamente como uma abordagem para tracear células-
tronco in vivo, distingui-las de células hospedeiras adjacentes e avaliar seu potencial
de migracdo, integragdo e diferenciagdo em tecidos lesados. Este ¢ o caso de uma
grande quantidade de estudos nos quais células-tronco sdo transplantadas em tecidos
neurais lesados, e sua posterior diferenciacdo em células de linhagens neurais ¢

evidenciada pela presenca destes tipos de marcadores (Klassen et al., 2007; Kim et
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al., 2007; Kopen et al., 1999; Li et al., 2001; Monoz-Elias et al., 2004). Estas
observacoes sugerem que MO-CTMs pode possuir uma plasticidade
significantemente maior do que ja foi previamente demonstrado, com potencial para
diferenciagdo em células de diferentes folhetos embrionarios. Esse ¢ um procedimento
comum nao sO para processos de diferenciacdo em linhagens ectodérmicas; varios
estudos também usam o DAPI para tracear células-tronco in vivo ou para verificar
diferenciagdo em linhagens mesodérmicas ou endodérmicas (Hu et al., 2007; Li et al.,
2007; Muller-Ehmsen et al., 2006; Tange et al., 2006; Zao et al., 2008).

Estudos recentes mostram, no entanto, evidéncias de que no momento do
transplante, muitas células transplantadas morrem (por diferengas no micro-ambiente
ou por agressoes fisicas), e que neste momento liberam a substdncia quimica que
estava sendo usada para sua marcacdo (como DAPI, timidina, BrDU, iodeto de
propideo, e muitos outros marcadores que usam o mesmo principio de marcagdo, ou
seja, captagao ativa da substancia pela c€lula em cultivo). Essa substancia, no caso o
DAPI, livre no micro-ambiente hospedeiro ¢ ativamente captado pela células
residentes neste local. Este evento, que ocorre in vivo, coloca em risco a
confiabilidade e a veracidade de experimentos que utilizam tais corantes como
marcadores, ja que células normalmente residentes no tecido podem se tornar
marcadas e confundidas com células transplantadas, o que caracterizaria um falso
positivo (Burns ef al., 2006; Coyne et al., 2006; Hill et al., 2009)

Tendo conhecimento de tais eventos, foi feita uma analise mais criteriosa dos
resultados obtidos neste trabalho através de ensaios de imunohistoquimica. Foi notado
portanto, que toda a camada da retina contendo os fotorreceptores, se encontrava
duplamente marcada, ou seja, seus nucleos estavam marcados com DAPI e suas
membranas estavam marcadas com anticorpo anti-rodopsina, sugerindo que todas
essas células eram células transplantadas (MO-CTMS) que ja haviam atingido
maximo grau de diferenciagdo em bastonetes (células retinianas altamente
especializadas) e ja até haviam comegado a produzir rodopsina, um pigmento
fotorreceptor; sugerindo recuperacao da funcionalidade.

Na avaliagdo dos resultados obtidos, algumas considera¢des foram feitas e
inimeras duvidas foram levantadas. Questdes como, a probabilidade de toda a
camada de fotorreceptores ter sido destruida pela lesdo com laser e de ter sido
totalmente repovoada por células-tronco transplantadas e a probabilidade de uma alta

taxa das MO-CTMs transplantadas de migrarem e integrarem a retina surgiram. Além
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disso, a probabilidade das MO-CTMs transplantadas que integraram a retina, se
diferenciarem em cé€lulas retinianas altamente especializadas (como fotorreceptores)
e de ja exercerem suas fungdes fisioldgicas em apenas 8 semanas ¢ extremamente
remota.

De acordo com Kicic et al. (2003) MO-CTMs sdo capazes de se diferenciar
em fotorreceptores in vivo e in vitro. Sob condi¢des especiais de cultivo, MO-CTMS
se diferenciaram em fotorreceptores em 8 a 10 dias in vitro. No entanto a
diferenciagdo destas células in vivo, apds transplante em ratos com retinas distréficas,
foi observada em 12 semanas.

Com isso, foi considerado inesperado, ndo sé o fato da maioria das células se
diferenciarem em fotorreceptores funcionais , mas desta diferenciacdo ter ocorrido,
de forma completa em apenas 8 semanas. Também ¢ improvavel o fato de que as
células transplantadas tenham repovoado quase toda retina neural, ja que é sabido
que parte das células administradas, morrem no momento do transplante e que o
restante de células dificilmente teriam a capacidade de repovoar toda a retina neural
em & semanas.

No sentido de verificar todas as questdes levantadas, foi feito um experimento
adicional. Neste, fizemos uma dupla marcagdo das MO-CTMs . O nucleo foi marcado
com DAPI e o citoplasma foi marcado com Qdot, um nano cristal que emite
fluorescéncia e precisa de um peptideo alvo para entrar na célula. Por isso, se ocorrer
morte celular durante o processo de transplante, as células marcadas com DAPI e
Qdots podem liberar ambos no tecido hospedeiro, mas para o Qdot marcar células
hospedeiras € preciso que existam peptideos alvos neste meio, o que ndo ocorre.
Duas semanas apds o transplante com MO-CTMs duplamente marcadas, o tecido
retiniano, também lesado por Nd-YAG laser, foi processado da mesma forma que
anteriormente. Neste tempo € esperado que a maioria das células ainda se encontrem
no espaco vitreo, com pouca integracdo. Foi feita, entdo, uma coloragdo por HE em
alguns cortes (fig 10A e B) para avaliar a morfologia, e outros foram simplesmente
processados a fresco para localizagdo das células transplantadas no tecido através de

sua fluorescéncia (fig 10C e D).




Figura 10- Migracio das MO-CTMs marcadas com DAPI e Qdot, 2 semanas apos o
transplante. Nas figuras 10A e B, coradas por HE poue ser observada uma desorganizacdo
no tecido retiniano-Lesdo, (setas) causadas por disparos de laser. Podemos observar também
um grupo de células migrando em dire¢do a essa lesdo (asteriscos), caracterizado
possivelmente pelas MO-CTMs sofrendo trofismo. Nas figuras 10 C e D ¢ verificado também
que neste grupo de células existem células duplamente marcadas com DAPI e Qdot (azul e
vermelho, respectivamente) confirmando a hipotese de que estas sdo mesmo as células
transplantadas. No entanto, as células do tecido retiniano ja se encontram marcadas com

DAPI (azul) figs. 10 C e D, mas ndo com Qdot (vermelho).

O fato de que com apenas 2 semanas apos o transplante, a retina ja encontrou-se
totalmente marcada com DAPI e que as células duplamente marcadas (DAPI e Qdot)
ainda se encontravam no espago vitreo indica que realmente estd havendo
transferéncia do corante DAPI de células mortas transplantadas para células
residentes do tecido, caracterizando um falso-positivo. Estes resultados sugerem,
portanto que a difusdo do DAPI ¢ responsavel pela fluorescéncia exibida pela células
hospedeiras na retina neural e que nenhum tipo de diferenciagdo celular pode ser
provada pelo uso desse marcador unicamente.

Atualmente, apesar do DAPI ser muito usado para tracear células transplantadas
in vivo, a falsa marcagcdo de tecidos hospedeiros adjacentes torna esse marcador
inadequado. Diversos marcadores como analogos de timidina e corantes orginicos

também parecem ter limitacdes. Estudos recentes indicam que o uso de marcadores
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endogenos como proteinas fluorescentes geneticamente codificados (como GFP) para,
de forma adequada, tracear, avaliar migracao, integracdo e diferenciacao de células-

tronco in vivo (Wu et al., 2007).

B- FASE 2

3B- Materiais e Métodos

3.1B- Animais e Grupos experimentais

Para o estudo com células marcadas endogenamente, foram utilizados como
ratos doadores ratos LEWIS trangénicos para a proteina verde fluorescente-EGFP
(LEW-Tg EGFP F455/Rrrc) de 4 a 6 semanas, adquiridos na Universidade de
Missouri nos Estados Unidos e suas alteragdes genéticas sdo caracterizadas pela
presenga do vetor lentivirus, contendo o gene EGFP sob controle do promotor da
Ubiquitina C.

Para o estudo com células marcadas endogenamente, foram utilizados como
ratos receptores ratos tipo selvagem, inbred da linhagem LEWIS/H, com 10 semanas,
obtidos no Centro Multidisciplinar para Investigagdo Biologica (CEMIB) da

Universidade Estadual de Campinas. Os experimentos foram realizados de acordo
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com os principios de Comité de Etica em Experimentagio animal (CETEA/UFMG) e
aprovado de acordo com o certificado numero 3/2006.
De acordo a presenga e auséncia de lesdo retiniana e células transplantadas, os

seguintes grupos experimentais foram constituidos:

AA- Ratos sem lesdo retiniana e sem nenhum tipo de adminstracao de
farmaco ou substancia (n=27) -Grupo Controle-
BB- Ratos com lesdo retiniana tranplantados com diferentes fontes de CTMs:
BB1- TA-CTMs EGFP - marcagdo endégena- (n=27)
BB2- MO-CTMs EGFP - marcacao endogena- (n=27)

CC- Ratos com lesdo retiniana e com injecao de PBS (n=27)

Todos os grupos foram avaliados em 3 tempos : 2 (n=9) , 4 (n=9) e 6 (n=9) semanas

apos a realizagdo do transplante.

3.2B- Obtencao e Cultivo de células de ratos Lewis EGFP

Para este estudo, foram utitlizadas células-tronco mesenquimais provenientes
de medula 6ssea e de tecido adiposo de ratos Lewis EGFP. A manuten¢do e extracao
de células -tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea e tecido adiposo foi feita

da mesma forma citada no item 3.2 da fase 1.

3.3B- Viabilidade e Caracterizacao celular de CTMs de ratos Lewis
GFP

Os testes de viabilidade celular por MTT e fosfatase alcalina foram feitos
como descritos no item 3.3 e 3.4 respectivamente na fase 1.

A caracterizagdo fenotipica das MO-CTMs e TA-CTMs EGFP foram
realizadas através de citometria de fluxo e imunocitoquimica como descrito nos itens

3.5 ¢ 3.6 da fase 1, respectivamente.

3.4B- Transplante intravitreo das CTMs EGFP
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Apos realizacdo da lesdo com laser Nd-YAG, o transplante das MO-CTMs e
TA-CTMs EGEFP transcorreu da mesma forma descrita no item 3.9, no entanto o

transplante celular ocorreu 7 dias ap6s a realizacdo das lesdes induzidas por laser.

3.5B- Processamento dos espécimes

Os animais foram sacrificados 2, 4, e 6 semanas ap0s a realizacdo do
transplante. O bulbo ocular foi enucleado através de uma peritomia limbal de 360° ,
isolando os musculos extra oculares, ¢ dissecando o nervo 6ptico no apéndice da

orbita.

3.5.1b- Para quantificacio relativa de transcritos génicos

Ambos os olhos dos animais foram enucleados e congelados imediatamente a
fresco em freezer -80°C para melhor preservagdo das estruturas. Os olhos néo
sofreram nenhum tipo de seccdo antes de serem encaminhados para extracdo do RNA
total.

3.5.1.1b — Extrac¢ao do RNA total

O RNA total foi extraido do bulbo ocular completo usando-se o reagente
TRIzol (GIBCO). Todos os grupos foram avaliados, comparativamente entre o grupo

experimental, e controle de forma tempo dependente quanto a:

e Sobrevivéncia de CTMs transplantadas, no tecido hospedeiro, através da
quantificacdo de EGFP.

e Evolugdo da melhora da lesdo através da quantificacdo de relina e do fator
angiogénico VEGF e VEGF-A assim como dos receptores de VEGF como
VEGFR-1 e VEGFR-2.

e Producido dos fator neurotrofico BDNF.
Para realizag¢do da extragdo de RNA, adicionou-se 1mL do reagente de TRIzol

a cada bulbo ocular previamente congelado, sendo necessaria posterior maceragao

completa do orgao.
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A seguir, a solucdo foi incubada por 5 min, a temperatura ambiente .
Adicionaram-se 200ul de cloroférmio, seguindo-se agitagdo vigorosa. Outra
incubagdo foi realizada por 5 min, a temperatura ambiente, seguida por centrifugacao
(13500 rpm,15min, 4°C). A fase aquosa foi entdo transferida para um novo tubo, onde
foram adicionados 500ul de alcool isopropilico gelado. A amostra foi novamente
incubada por 10min, a temperatura ambiente, sendo em seguida centrifugada (13500
rpm, 10min, 4°C). O sobrenadante foi retirado por inversdo cuidadosa do tubo € o
RNA precipitado foi lavado com ImL de etanol 75%. Apos centrifugacdo (11500
rpm, Smin, 4°C) e descarte do sobrenadante, o RNA foi solubilizado em 20ul de 4dgua
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC).

3.5.1.2b — Quantificacdo do RNA

A quantificacdo do RNA foi efetuada em espectrofotometro de luz UV por
meio da avaliacdo das absorbancias a 260nm e da relagdo entre as absorbancias a

260/280nm.
3.5.1.3b — Sintese do DNA complementar

As amostras de RNA foram submetidas a sintese de DNA complementar
(cDNA) utilizando-se o Kit Superscript III RT™ (Invitrogen, Life Technologies). O
cDNA foi sintetizado a partir de 1,5ng de RNA total. A cada amostra foram
adicionados os seguintes componentes: 1,0ul. de 5S0uM oligodT e 1,0uL de 10mM
dNTP’s. As amostras foram incubadas por 5 min, a 65°C, seguidos por 1min, a 4°C. A
cada amostra, adicionaram-se 10uL dos seguintes reagentes: 1X RT buffer, 10mM
MgCl,, 8SmM DTT, 40U de RNaseOUT e 200U de superscript Il RT™ | em volume
final de 10uL. A reagdo ocorreu por 50min, a 50°C, seguindo-se 5min, a 85°C. A

seguir, as amostras foram tratadas com 2U RNase H de E.coli por 20min, a 37°C.
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3.5.1.4b— Escolha dos primers

Os desenhos dos primers utilizados foram obtidos a partir de trabalhos

cientificos que estavam de acordo com as especificagdes necessarias para 0 método

utilizado (tabela 3).

Tabela 3- Primers utilizados para RT-qPCR

GFP

Relina

BDNF

VEGF

(F) 5
ACGACGGCAACTACAAGACC 3’
(R) 5" GTCCTCCTTGAAGTCGATGC
3’

(F) S’
AAACTACAGCGGGTGGAACC 3’
(R) S’

ATTTGAGGCATGACGGACCTATAT
3

(F) 5> CCACAATGTTCCACCAGGTG
3

(R) 5’ TGGGCGCAGCCTTCAT 3’
(F) 5> ACGAAGCGCAAGAAATCCC
3

Thews et

al., 2005

Haas et
al., 2002

Rodrigues
Hell et al.,
2009
Wiley et
al., 2005
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VEGF-A

VEGFR-

VEGFR-

GAPDH

3.5.1.5b — Reacio da Polimerase em Cadeia em Tempo Real

(R) 5> TTAACTCAAGCTGCCTCGCC
3,
(F) 5> CCCTGGCTTTACTGCTGTAC
3’

(R) S
TCTGAACAAGGCTCACAGTG 3’
(F) S’

TCGGCTGTCCATGAAAGTGAAGT
3

(R) 5
GCGGGTACGCCATCTTTTAAC 3’
(F) 5
TAGCACGACAGAGACTGTGAGG 3
(R) 5
TGAGGTGAGAGAGATGGGTAGG
3

(F) 5> TGCACCACCAACTGCTTA 3’
(R) 5> GGATGCAGGGATGATGTTC
3

Hong et
al., 2005

Zaedi et
al., 2006

Wiley et
al., 2006

Hong et
al., 2005

O cDNA produzido com descrito no item 3.10.2.3 foi utilizado como molde

especifica ou de um corante fluorescente, na fita recém sintetizada.

para as reacdes de PCR em tempo real. Esta técnica consiste no monitoramento optico

da fluorescéncia emitida durante a reagao de PCR, através da ligagdo de uma sonda

As reagdes, feitas sempre em quadruplicata, foram realizadas utilizando-se os

cDNA produzidos, primers especificos para cada gene analisado e o reagente
SyberGreen PCR Master Mix ® (Applied Biosystems), que além de conter todos os
reagentes necessarios para PCR (ANTP’s, MgCl,, tampao, Taq Ampli-Gold), continha
o corante SYBRGreen, componente intercalante de dupla fita. Em todos os casos
foram feitos controles negativos, contendo agua estéril em substitui¢do a amostra.

Todo procedimento para a PCR em tempo real foi feito na plataforma de
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instrumentagdo ABI Prism 7900 (Applied Biosystems). As reacdes foram realizadas
utilizando-se 45 ciclos de 15 seg a 95°C para desnatura¢do, 1 min a 60°C para
anelamento ¢ 1min a 75°C para extensdo, seguido de mais 10 min a 75°C para o
término da reacdo. Os resultados foram apresentados pelo programa GeneAmp® 5700
SDS (Applied Biosystems) em graficos de fluorescéncia versus nimero de ciclos. O
ciclo no qual se detecta fluorescéncia acima do limite basal estabelecido (threshold) ¢
denominado ciclo de threshold ou Ct. Quanto maior a expressao de um gene, ou seja,
quanto mais copias existirem no inicio da reagdo, mais precocemente ocorre a

amplificagdo e consequantemente, menor € o Ct.

3.5.1.6b — Padronizacoes

3.5.1.6.1b — Concentrag¢ao do primer

A concentragdo 6tima do primer a ser utilizada deve ser a minima suficiente
para permitir a duplicagdo de todas as coOpias dos genes presentes na amostra.
Utilizando-se a mesma quantidade de amostra foram feitas reacdes contendo cada um
dos primers (forward e reverse) na concentracao final de 150nM, 300nM,600nM. Se
o aumento da concentragdao do primer ocasionou diminuic¢ao de Ct, a quantidade deste
reagente na reacdo ainda era insuficiente. Assim, a concentra¢do 6tima escolhida foi a

minima, associada ao menor Ct.

3.5.1.6.2b — Especificidade de amplificacio

A especificidade pdde ser verificada pela temperatura de desnaturagdo do
produto amplificado, que depende de seu tamanho e constitui¢do de nucleotideos. A
temperatura tedrica foi predita pelo programa “Primer Express” (Applied
Biosciences), e experimentalmente, foi determinada ao final do programa de
amplificagdo , em protocolo de dissociagdo, que constituiu em aumento gradativo de
temperatura de 60°C a 95°C. A temperatura de denaturagdo ¢ aquela em que se
observou queda brusca de fluorescéncia, ocasionada pela separagdo das duas fitas e
liberagdo do intercalante. Assim, a especificidade da amplificagdo foi verificada a

partir de uma TUnica temperatura de dissociacdo para cada segmento génico
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amplificado em todas as amostras testadas. Em todos os resultados obtidos foi
observado somente um pico na curva de dissociagdo, sugerindo a presen¢a de somente

um amplicon.

3.5.1.7b — Reacoes

Tendo sido feitas todas as padronizacdes,as reagdes realizadas continham
10uL do reagente SyberGreen PCR Master Mix ® (Applied Biosystems), 25ng de
amostra de cDNA e a concentracdo 6tima de primer determinada, perfazendo um

volume final de 20uL.

3.5.1.8b — Analise dos dados

A expressao dos genes de interesse foi determinada de forma relativa, sendo
normaliazada com relagdo a genes chamados calibradores. Estes sdo genes cuja
expressdao ¢ dita constitutiva, ou seja, apresentam pouca variacdo entre diversas
condig¢des. Os niveis relativos do mRNA alvo foram normalizados de acordo com o
controle endogeno GAPDH. A expressdo foi avaliada com base no constitutivo
(GAPDH) e no calibrado (grupo A- controle), a partir do Ct destes grupos para cada
gene testado.

A andlise foi feita a partir da média aritmética do Ct de cada quadruplicata,
utilizando-se o método 274" (Livak & Schmmittgen, 2001), onde AAC? = [Ct (gene) -
Ct (GAPDH)] - [Ct (calibrador) — Ct (GAPDH)].

Os dados foram analisados através do teste ¢ de student (dados ndo

paramétricos), assumindo-se p<0,05(*).
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4B- Resultados

Visando um resultado sem falsos positivos € mais consistente, optamos pelo uso
de células-tronco mesenquimais marcadas endogenamente com EGFP (Enhanced
green fluorescente protein). Esse marcador ¢ considerado, por inimeros autores, um
marcador de longa viga confidvel para validar terapias celulares no que se diz
respeito a traceamento, migragdo, sobrevivéncia e diferenciagdo celular.

As CTMs-EGFP foram extraidas de ratos transgénicos isogénicos da linhagem
Lewis que expressam EGFP em todos os seus tecidos. Esses ratos possuem alteragdes
genéticas caracterizadas pela presenca do vetor lentivirus, contendo o gene EGFP
sob controle do promotor da ubiquitina C. A GFP tem sido amplamente adotada para
rastreamento de linhagens celulares em diversos tipos de experimentos in vivo. E
facilmente detectada em células ou tecidos vivos, congelados ou fixados e ¢ detectada
com alta sensibilidade e especificidade, em suspensao de células, por citometria de

fluxo.

438pb

129pb

Branco Padrio Lewis Lewis
100pb EGFP WT

Figura 11 — Genotipagem dos ratos Lewis transgénicos EGFP. A partir da imagem obtida
através de um gel de agorose de um ensaio de PCR para identificar ratos homozigotos e
heterozigotos EGFP, a canaleta contendo DNA de ratos lewis EGFP mostra a presenca de
duas bandas distintas, sendo a banda com 438 pb relativa ao alelo selvagem (WT) e a banda
de 129 pb diz respeito ao alelo transgénico EGFP; indicando que este rato ¢ EGFP
heterozigoto. Ja a canaleta contendo DNA de ratos Lewis selvagens apresenta somente uma

banda de 438 pb , indicando que este rato € selvagem homozigoto. Desta forma foi
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padronizado o ensaio para diferenciagcdo dos ratos transgénicos EGFP dos ratos selvagens
(WT)

4.1B- Morfologia das Cé¢lulas-Tronco Mesenquimais isoladas de

medula ossea e tecido adiposo de ratos Lewis EGFP

A morfologia das células-tronco isoladas de medula dssea e tecido adiposo de
ratos Lewis trangénicos em cultura com meio de cultivo celular DMEM - 10% SFB,
assumiram a forma fusiforme alongada com nucleo central e alguns prolongamentos,
assim como as CTMs de ratos normais (que ndo expressam EGFP). Essas células
também apresentam altas taxas replicativas e sdo aderentes as garrafas de cultivo

celular (Figura 12).

Figura 12- Cultura celular de células-tronco isoladas de ratos Lewis EGFP.
Documentagdo fotografica das células-tronco EGFP, cujos nucleos foram marcados com

DAPI, ap6s 3% passagem, ao microscopio de fluorescéncia.

4.2B- Analise das atividades enzimaticas das células-tronco

mesenquimais isoladas de medula ossea e de tecido adiposo de ratos

Lewis EGFP.

Com o intuito de verificar a viabilidade das MO-CTMs e das TA-CTMs ,
provenientes de ratos EGFPs, durante o cultivo, foram analisados, em ensaio de
metabolizagdo do MTT a condigdo replicativa dessas células, na 3° passagem. Os
resultados plotados no grafico (ver fig 13) apontam para uma capacidade replicativa

semelhantes entre as células de medula 6ssea e de tecido adiposo. Para a detec¢do da
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atividade enzimatica das células-tronco EGFP também foi realizado o ensaio da
atividade da Fosfatase alcalina. Esse ensaio foi feito de forma comparativa entre as
células-tronco EGFP e as células-tronco sem marcag¢do, apds a 3° passagem. A
degradacdo do substrato, catalizado pela fosfatase alcalina (AP), enzima caracteristica
e presente em grande quantidade nas células-tronco foi quantificado e plotada em
grafico de barras, onde verifica-se um padrdo semelhante da atividade desta enzima

nas células que expressam EGFP e que ndo a expressam. (ver fig 14).

MTT assay
0.154
i GFP-BMMSC
= BMMSC
& [ ATMSC
2
@
< 0.05-
0.004

GFP-BMMSC BMMSC GFP-ATMSC ATMSC
6x10%cells

Figura 13- Analise da atividade enzimatica do MTT em CTMs de ratos lewis EGFP.

Ensaio de MTT realizado inicialmente com 5 X 105 células/poco. Podemos observar um
padrdo semelhante na atividade do MTT (estado de ativagdo das células e viabilidade) nas
MO-CTMs e TA-CTMs que ndo expressam e que expressam EGFP.
Legenda: BMMSC: MO-CTMs

ATMSC: TA-CTMs

61



AP assay

0.125-
B GFP-BMMSC
0.1004 == == BMMSC
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]
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GFP-BMMSC BMMSC GFP-ATMSEC ATMSC
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Figura 14- Analise da atividade enzimatica da fosfatase alcalina (AP) em CTMs de ratos

lewis EGFP. Ensaio de AP realizado inicialmente com 5 x 105 células/poco. Podemos
observar um padrdo semelhante na atividade de fosfatase alcalina nas MO-CTMs e TA-
CTMs que ndo expressam e que expressam EGFP.
Legenda: BMMSC: MO-CTMs

ATMSC: TA-CTMs

4.3B- Analise fenotipica das CTMs por Imunocitoquimica (1CC)

A visualizacdo da presenca dos marcadores celulares em ensaios morfologicos
de imunocitoquimica objetivou comprovar de forma qualitativa, o fendtipo das
c€lulas-tronco obtidas de medula 6ssea.e tecido adiposo de rato Lewis EGFP sendo
co-expresso com a EGFP. Essa andlise foi feita em células em cultivo apos a 3°
passagem. Portanto, para o estabelecimento da cultura de TA-CTMs (Fig 15) e de
MO-CTMs (Fig 16) foram selecionados os cluster of differentiation CD45, CD54, e
CD73 e CD90. A co-localizagao da expressdao dos CD (verde) e da EGFP (vermelho)

foi feita através de sobreposi¢ao de imagens digitais separadas de cada fluorocromo.
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Figura 15- Caracterizacao das TA-CTMs por imunocitoquimica. As figuras acima
mostram que as TA-CTMs co-expressam o EGFP (vermelho) com os respectivos CDs (54,
73, 90) , identificados acima de cada figura, tradicionalmente expressos pelas CTMs, mas ndo

expressam o CD45 (marcador especifico para células hematopoiéticas).
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Figura 16- Caracterizacio das MO-CTMs por imunocitoquimica. As figuras acima
mostram que as MO-CTMs co-expressam o EGFP (vermelho) com os respectivos CDs (54,
73, 90) , identificados acima de cada figura, tradicionalmente expressos pelas CTMs, mas nao

expressam o CD45 (marcador especifico para células hematopoiéticas).

4.4B- Analise fenotipica das CTMs por Citometria de Fluxo (CF)

A visualizacdo da presenca dos marcadores celulares em ensaios de citometria
de fluxo objetivou comprovar de forma quantitativa, a co-expressdo do fenotipo das
células-tronco obtidas de medula 6ssea com EGFP. Essa andlise foi feita em células
em cultivo apos a 3° passagem. Portanto, para o estabelecimento da cultura de MO-
CTMs e TA-CTMs foram selecionados os CD45, CD54, e CD73 e CD90 (Fig 17 e
Fig 18).
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Figura 17- Analise fenotipica por citometria de fluxo das MO-CTMs EGFP. O grafico
mostra que 91,51% da populagado células analisadas co-expressam EGFP com CD54, 90,06%
co-expressam EGFP com CD73, 95% co-expressam EGFP com CD90 e apenas 1,93% co-
expressam EGFP com CD45.

FACS TA-CTMs

120

100

80

60 -

Porcentagem

40 -

20
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Figura 18- Andlise fenotipica por citometria de fluxo das TA-CTMs EGFP. O grafico
mostra que 98,41% da populacdo células analisadas co-expressam EGFP com CD54, 92,12%
co-expressam EGFP com CD73, 94,3% co-expressam EGFP com CD90 e apenas 2,49% co-
expressam EGFP com CD45
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4.5B- Quantificacdo relativa dos transcritos génicos

Para avaliar a evolugao da lesdo feita laser Nd-YAG no tecido retiniano, a
quantificacdo dos transcritos génicos para relina foi determinada por PCR em tempo
real (Fig 19). Tal quantificacdo também permite inferir sobre a possivel migragdo das
CTMs transplantadas, j4 que a relina age como fator quimiotaxico. No grupo com
lesdo mas sem a presenca de CTMs transplantadas, apds 4 semanas, houve uma
redugdo na quantidade de transcritos para relina significativa (p<0,05) em relacdo ao
grupo controle (animais sem lesdo na retina). Houve, no entanto, apds 6 semanas, um
aumento significantemente maior (p<0,05) de transcritos para relina, no grupo cujas
retinas lesionadas foram transplantadas com MO-CTMs. Isso significa que as retinas
lesadas dos animais que ndo receberam CTMs codificam, na 4° semana, 0,1 vezes
menos RNAm para relina quando comparado ao grupo controle. Por outro lado, as
retinas lesadas dos animais que receberam MO-CTMs codificam, na 6° semana, 8,8
vezes mais RNAm para relina quando comparado ao grupo controle. Em relagdo a
comparagdes inter grupos, cabe dizer que o aumento da expressdo de transcritos para
relina na 4° e 6° semanas do grupo que recebeu MO-CTMs ¢ significantemente maior
que no grupo que recebeu TA-CTMs. Nos outros grupos avaliados ndo houve
aumento ou diminui¢do significativos (p<0,05) de transcritos de relina,

comparativamente ao grupo controle (Fig 19).
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Figura 19- Representacio grafica da quantificaciio relativa dos transcritos para relina,
obtida em unidades arbitrarias, normalizados em relacdo ao gene constitutivo GAPDH.
Observam-se quantidades significantemente menores de transcritos para relina, na 4° semana,
no grupo sofreu lesdo mas ndo recebeu CTMs. Houve, no entanto, aumento significantivo de
transcritos para relina, na 6° semana, no grupo cujas retinas lesionadas foram transplantadas
com MO-CTMs. A legenda estd de acordo com a nomenclatura dos grupos apresentados no
item 3.1B (grupos experimentais), na se¢do 3B materiais e métodos. Sendo:
AA- Ratos sem lesdo retiniana ¢ sem nenhum tipo de adminstragdo de farmaco ou
substancia (n=27) -Grupo Controle- 2,4 ¢ 6 semanas apds transplante.
BB- Ratos com lesdo retiniana tranplantados com diferentes fontes de CTM:s:
BB1- TA-CTMs EGFP - 2,4 e 6 semanas ap0s transplante. (n=27)
BB2- MO-CTMs EGFP -2,4 e 6 semanas ap0s transplante. (n=27)
CC- Ratos com lesdo retiniana e com inje¢do de PBS 2.4 e 6 semanas apos

transplante. (n=27)

Fatores angiogénicos (VEGF e VEGF-A), assim como seus receptores
(VEGFR-1 e VEGFR-2), também sdo importantes no estudo da evolug¢do de lesdes
retinianas, ja que a angiogénese ocorre em situacdes patologicas como uma tentativa
de reparagdo de danos teciduais (Fig 20). No grupo com lesdo mas sem a presenga de
CTMs transplantadas, apos 4 semanas, houve uma redugdo na quantidade de
transcritos para VEGF significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo controle. Mas da
mesma forma que ocorreu com a relina houve, apoés 6 semanas, um aumento

significantemente maior (p<0,05) de transcritos para VEGF, no grupo cujas retinas
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lesionadas foram transplantadas com MO-CTMs. Isso significa que as retinas lesadas
dos animais que nio receberam CTMs codificam, na 4° semana, 0,03 vezes menos
RNAm para VEGF quando comparado ao grupo controle. Por outro lado, também
corroborando com os resultados obtidos para relina, as retinas lesadas dos animais que
receberam MO-CTMs codificam, na 6° semana, 3,3 vezes mais RNAm para VEGF
quando comparado ao grupo controle. Em relagdo a comparagdes inter grupos, ¢
importante ressaltar que o aumento da expressdo de transcritos para VEGF e VEGF-A
na 6° semana do grupo que recebeu MO-CTMs ¢ significantemente maior que no
grupo que recebeu TA-CTMs, no mesmo tempo de avaliagdo. Nos outros grupos
avaliados nao houve aumento ou diminuicao significativos (p<0,05) de transcritos de
VEGF, comparativamente ao grupo controle (Fig 20).

Em relacdo ao VEGF-A (principal tipo encontrado no olho), nenhum grupo
avaliado apresentou aumento ou diminui¢do significativos (p<0,05) de transcritos

deste fator (Fig 21).
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Figura 20- Representacio grafica da quantificacio relativa dos transcritos para VEGF,
obtida em unidades arbitrarias, normalizados em relacdo ao gene constitutivo GAPDH.
Observam-se quantidades significantemente menores de transcritos para VEGF, na 4°
semana, no grupo sofreu lesdo mas nao recebeu CTMs. Houve, no entanto, aumento
significativo de transcritos para VEGF, na 6° semana, no grupo cujas retinas lesionadas
foram transplantadas com MO-CTMs. A legenda esta de acordo com a nomenclatura dos

grupos apresentados no item 3.1B (grupos experimentais), na secdo 3B materiais e métodos.
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Figura 21- Representacio grafica da quantificacdo relativa dos transcritos para VEGF-
A, obtida em unidades arbitrarias, normalizados em relacio ao gene constitutivo
GAPDH. Nenhum grupo avaliado apresentou aumento ou diminuigdo significativos de
transcritos de VEGF-A. A legenda estd de acordo com a nomenclatura dos grupos

apresentados no item 3.1B (grupos experimentais), na secdo 3B materiais e métodos.

No que se diz respeito a analise dos receptores de VEGF, VERFR-1 e
VEGFR-2, somente VEGFR-1 apresentou diferenga significativa em sua producao
quando comparado ao grupo controle (Fig 22 e 23). Houve, ap6s 6 semanas, um
aumento significantemente maior (p<0,05) de transcritos para VEGFR-1, no grupo
cujas retinas lesionadas foram transplantadas com TA-CTMs. Isso significa que as
retinas lesadas dos animais que receberam TA-CTMs codificam, na 6° semana, 4

vezes mais RNAm para VEGFR-1 quando comparado ao grupo controle (Fig 23).
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Figura 22- Representacdo grafica da quantificacdo relativa dos transcritos para
VEGFR-2, obtida em unidades arbitrarias, normalizados em relacio ao gene
constitutivo GAPDH. Nenhum grupo avaliado apresentou aumento ou diminui¢do
significativos de transcritos de VEGFR-2. A legenda esta de acordo com a nomenclatura dos

grupos apresentados no item 3.1B (grupos experimentais), na se¢do 3B materiais ¢ métodos.
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Figura 23- Representacdo grafica da quantificacdo relativa dos transcritos para
VEGFR-1, obtida em unidades arbitrarias, normalizados em relacio ao gene
constitutivo GAPDH. Observam-se quantidades significantemente maiores de transcritos
para VEGFR-1, na 6° semana, no grupo cujas retinas lesionadas foram transplantadas com
TA-CTMs. A legenda estd de acordo com a nomenclatura dos grupos apresentados no item

3.1B (grupos experimentais), na se¢do 3B materiais e métodos.

Para a avaliacdo da sobrevivéncia das CTMs transplantadas foi feita a
quantificagdo dos transcritos génicos para EGFP, também determinada por PCR em
tempo real (Fig 24). Todos os grupos com lesdo retiniana que receberam CTMs
transplantadas, seja AT-CTMs ou MO-CTMs, apresentaram em todos os tempos
avaliados, um aumento significativo (p<0,05) na quantidade de transcritos para EGFP
em relacdo ao grupo controle (animais sem lesdo retiniana). Em relagdo ao grupo,
com retinas lesadas, que receberam TA-CTMs, houve:

e Na 2° semana, apos transplante, aumento de 45 vezes na codificagdo de
RNAm para EGFP em relagdo ao grupo controle.

e Na4° semana, apos transplante, aumento de 51 vezes na codificagdo de
RNAm para EGFP em relagdo ao grupo controle.

e Na 6° semana, ap0s transplante, aumento de 45 vezes na codificagdo de
RNAm para EGFP em relagdo ao grupo controle.

Em relacdo ao grupo, com retinas lesadas, que receberam MO-CTMs, houve:
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e Na 2° semana, apés transplante, aumento de 182 vezes na codificagéo
de RNAm para EGFP em relagdo ao grupo controle.

e Na 4° semana, apds transplante, aumento de 119 vezes na codifica¢do
de RNAm para EGFP em relagdo ao grupo controle.

e Na 6° semana, ap0s transplante, aumento de 45 vezes na codificagdo de

RNAm para EGFP em relagdo ao grupo controle.

Em relacdo a comparagdes inter grupos, ¢ importante ressaltar que o aumento
da expressdo de transcritos para EGFP na 2° semana do grupo que recebeu MO-CTMs
¢ significantemente maior que no grupo que recebeu TA-CTMs, no mesmo tempo de
avaliacdo. Nos outros grupos cujas retinas lesadas nao receberam CTMs
transplantadas ndo houve aumento ou diminuicdo significativos (p<0,05) de
transcritos de GFP, comparativamente ao grupo controle (Fig 24).

A quantificacdo dos transcritos foi normalizada em relacdo a media do

calibrador endogeno GAPDH. Como controle, foi utilizado cDNA de retinas sem

lesao.
GFP
3004 %
%{ 2004 :i_
& E 100 - * * % % .
) 1 < n § -
0 T E T T 1 1 N %
&

F F & R @ & & &

*p<0.05 em relagdo ao NT

%,

Figura 24- Representacio grifica da quantificaciio relativa dos transcritos para EGFP,
obtida em unidades arbitrarias, normalizados em relagcio ao gene constitutivo GAPDH.
Observam-se que todos os grupos com lesdo retiniana que receberam CTMs transplantadas
(AT-CTMs ou MO-CTMs) apresentaram, em todos os tempos avaliados, aumento
significativo na quantidade de transcritos para EGFP em relagdo ao grupo controle. A legenda
estda de acordo com a nomenclatura dos grupos apresentados no item 3.1B (grupos

experimentais), na se¢do 3B materiais e métodos.
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Para avaliar a diferenga na producdo, entre grupos experimentais, do fator
neurotrofico BDNF e inferir sobre neuroprote¢do induzida por CTMs no tecido
retiniano lesado, a quantifica¢do dos transcritos génicos para este fator foi
determinada por PCR em tempo real (Fig 25).

Todos os grupos com lesdo retiniana que receberam CTMs transplantadas, seja
AT-CTMs ou MO-CTMs, apresentaram em todos os tempos avaliados, um aumento
significativo (p<0,05) na quantidade de transcritos para BDNF em relagdo ao grupo
controle. Esses resultados apresenta-se de forma semelhante aos resultados obtidos
pela anélise de EGFP. Em relagdo ao grupo, com retinas lesadas, que receberam TA-
CTMs, houve:

e Na 2° semana, ap0s transplante, aumento de 10 vezes na codificagdo de
RNAm para BDNF em relag@o ao grupo controle.

e Na 4° semana, ap0s transplante, aumento de 14 vezes na codificagdo de
RNAm para BDNF em relag@o ao grupo controle.

e Na 6° semana, ap0s transplante, aumento de 12 vezes na codificagdo de
RNAm para BDNF em relag@o ao grupo controle.

Em relacao ao grupo, com retinas lesadas, que receberam MO-CTMs, houve:

e Na 2° semana, ap0s transplante, aumento de 27 vezes na codificagdo de
RNAm para BDNF em relag¢do ao grupo controle.

e Na 4° semana, ap0s transplante, aumento de 21 vezes na codificagdo de
RNAm para BDNF em relag¢do ao grupo controle.

e Na 6° semana, ap0s transplante, aumento de 14 vezes na codificagdo de
RNAm para BDNF em relag¢do ao grupo controle.

Em rela¢do a comparagdes inter grupos cabe relatar que, da mesma forma que
ocorreu na quantificacdo de transcritos para EGFP, o aumento da expressdo de
transcritos para BDNF na 2° semana do grupo que recebeu MO-CTMs também ¢
significantemente maior que no grupo que recebeu TA-CTMs, no mesmo tempo de
avaliacdo. Nos outros grupos cujas retinas lesadas ndo receberam CTMs
transplantadas ndao houve aumento ou diminui¢do significativos (p<0,05) de
transcritos de BDNF, comparativamente ao grupo controle (Fig 25).

A quantificacdo dos transcritos foi normalizada em relacdo a media do

calibrador endégeno GAPDH. Como controle, foi utilizado cDNA de retinas sem
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Figura 25- Representacio grafica da quantificacio relativa dos transcritos para BDNF,
obtida em unidades arbitrarias, normalizados em relacio ao gene constitutivo GAPDH.
Observam-se que todos os grupos com lesdo retiniana que receberam CTMs transplantadas
(AT-CTMs ou MO-CTMs) apresentaram, em todos os tempos avaliados, aumento

significativo na quantidade de transcritos para BDNF em relag¢@o ao grupo controle.
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5B- DISCUSSAO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) contribuem na regeneracdo de
cartilagem, gordura, ossos, musculos, tecido neural e estroma (Pittenger et al., 1999) e
a expansdo destas células, provenientes de diversas fontes, tem sido explorada para o
uso clinico nas mais variadas areas (Horwitz ef al., 2002; Le Blanc 2006; Makino et

al., 1999).

As CTMs isoladas da medula 6ssea ja demonstraram potencial adipogénico,
osteogdnico e condrogénico, além de possuirem a capacidade de transdiferenciacao.
O procedimento de retirada das MO-CTMs, no entanto, ¢ considerado invasivo e
doloroso, além das CTMs representarem apenas 0,001% a 0,01% das células
nucleadas da medula ossea (Pittenger et al., 1999). Quando comparadas as MO-
CTMs, as TA-CTMs apresentam as mesmas caracteristicas e sdo igualmente capazes
de se diferenciarem em células e tecido de linhagens mesodérmicas, além de também
apresentarem plasticidade. Pelo fato do tecido adiposo ser um tecido que estd em toda
parte e ser facilmente obtido, este tecido ¢ muitas vezes, a fonte de escolha para

obtencdo de CTMs destinas a terapias celulares autologas.

Neste estudo, através de andlises comparativas, observa-se que as CTMs
derivadas da medula 6ssea e do tecido adiposo apresentam as mesmas caracteriscas
morfologicas e fenotipicas. No entanto, como serd discutido adiante, estas células
apresentam comportamentos diferentes, in vivo, quando utilizadas como fonte de
terapias celulares visando a regeneracdo de retinas lesadas. Sabe-se, contudo, que a
escolha do tipo celular adequado para a terapia celular deve ser direcionada pela
natureza do tecido que esta sendo tratado e pelo efeito terapéutico desejado.

Além da escolha do tipo celular a ser utilizado, outro fator importante a ser
avaliado, no estudo de terapias celulares para lesdes retinianas ¢ a via preferencial
para transplantar essas células no bulbo ocular. Existem atualmente duas formas de
transplante descritas na literatura. A via subrretiniana e a intravitrea. O acesso
subrretiniano, para transplante de CTMs requer um procedimento invasivo arriscado,
conhecido como vitrectomia Ja a via intravitrea, por ser menos invasiva, ¢ para alguns

autores, um método mais atraente no transplante de células-tronco (Williamson &
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O’Donnell, 2005). Contudo, a via preferencial para adminitragdo de CTMs visando
alcance retiniano ¢ controverso (Hill ez al., 2009).

Apo6s administracdo de CTMs, no espago intravitreo de olhos cujas retinas
foram lesadas, ¢ esperado que estas células incorporem no tecido hospedeiro e se
diferenciem em células retinianas. De acordo com Chacko et al (2000), a ampla
migracao e diferenciacdo de CTMs foi observada somente quando a retina se
encontrava lesada ou doente (Young et al., 2000; Nishida et al., 2000). Esses tipos de
injurias sdo capazes de promover um meio local (com interleucinas, quimiotaxinas,
fatores de crescimento e inflamatorios) que pode ser responsavel pela migracao e
incorporagao de células exdgenas administradas.

Sabe-se, no entanto, este evento ¢ tempo dependente, ou seja dependendo das
diferentes fases em que a resolugdo da lesdo ocorre, um tipo diferente de
microambiente ¢ formado. Dependendo, entdo, do momento em que ¢ feita a
administracdo de CTMs apos lesdo, esta pode propiciar um microambiente mais ou
menos favordvel a estas células.

Diferentes microambientes criados nos diferentes momentos da resolucao da
lesdo podem tanto influenciar na sobrevivéncia das células transplantadas, quanto
direcionar seu tipo de diferenciacdo na tentativa de regeneragdo. Com isso, varios
pesquisadores tém buscado o melhor momento para se fazer um transplante celular
pos lesdo. De acordo com Ogawa et al, (2002), a realizag¢do de transplante celular, na
medula espinhal de ratos, em fase aguda, pos-lesio ndo s6 leva a uma queda
significativa na sobrevivéncia das células transplantadas como também favorece a
diferenciagcdo destas células em astrocitos. J4 a administragdo destas células na fase
sub-aguda (9 dias pos lesdo), leva a um aumento na sobrevivéncia celular, assim
como uma tendéncia maior de algumas c¢lulas a se diferenciarem em
oligodendrocitos (importantes no processo de remielinizacdo das fibras lesadas),
havendo ainda maior diferenciaracdo celular em astrécitos.. Segundo o autor, isso se
deve ao fato de que nesta fase, o microambiente ao redor da lesdo ter mudado para a
fase onde a inflamagao generalizada cessa.

Outro estudo relata que as principais diferencas entre o transplante imediato de
células (na fase aguda da lesdo) e o tardio (da fase cronica em diante) sdo, o local
onde as células sdo encontradas e os tipos celulares em que estas células se
diferenciam (Okada et al., 2005; Hooshmand et al., 2009). As células transplantadas

de forma imediata, se encontram em maior quantidade na propria lesdo e expressam,
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in vivo, o marcador GFAP, sugerindo que estas células participaram na formagdo da
cicatriz glial. J& as células transplantadas tardiamente, foram encontradas em maior
quantidade ao redor da lesdo e grande parte delas apresentaram, o marcador neuronal
Hu ou o marcador de oligodendrocitos APC. Esse dados sugerem que o
microambiente formado pela lesdo apresentou influéncia distinta na diferenciacao das
c€lulas transplantadas; sugerindo melhores resultados portanto, em transplantes
tardios, que imediatos.

Apesar da grande variedade de estudos que demonstram diferenciacdo de
c€lulas-tronco, in vivo, alguns trabalhos mostram que as CTMs ndo demonstram
capacidade de regeneragdo através da sua diferenciagdo em células do tecido
hospedeiro lesado (Javazon et al., 2004; Grinnemo et al., 2006; Castro et al., 2002).

Hill et al (2009) demonstrou que CTMs derivadas de cordao umbilical ndo
foram capazes de se diferenciar em células de linhagem neural ou de integrar no
tecido retiniano de ratos, com lesdo no nervo optico. Varias suposi¢des a respeito da
falta de capacidade das CTMs de migrarem e se diferenciarem em células de
linhagem neural foram abordadas neste estudo. A primeira seria a via de
administracao utilizada- a via intravitrea; Segundo os autores, uma barreira fisica
formada pela membrana limitante interna da retina (formada por prologamentos
terminais das células de Muller) estaria impedindo a migracdo das CTMs
transplantadas, mesmo com a produgdo de fatores quiomotaxicos pela lesdo. Outra
suposicao importante seria a baixa sobrevivéncia de CTMs apo0s o transplante.

Com isso, foi considerado por uma gama de trabalhos cientificos, que o estudo
de propriedades neuroprotetoras de alguns fatores produzidos pela CTMs, assim como
de fatores quimiotaxicos produzidos pela lesdo, torna-se uma abordagem muito mais
realista e recompensadora para o desenvolvimento de terapias celulares efetivas, no
reparo de células e/ou tecidos neurais no SNC (Pisati ef al., 2007; Burns et al., 2005;
Crigler et al., 2005; Werning et al., 2004; Lu et al., 2004).

No que se diz respeito a sobrevivéncia celular apos adminitragdo tardia (7 dias
apos lesdo) intravitrea de CTMs, nosso estudo, mostra resultados divergentes entre as
células provenientes de tecido adiposo e medula dssea. De acordo com experimentos
de quantificagdo relativa de transcritos génicos para EGFP, obtidos por PCR em
tempo real, ocorreu uma sobrevivéncia significantemente maior das MO-CTMs, na 2°
e 4° semana ap0s transplante, do que das TA-CTMs. Com isso podemos inferir que,

assim como as CTMs provenientes de corddo umbilical, as TA-CTMs possuem baixa
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capacidade de sobrevivéncia em tecidos lesados, apds transplante (Hill et al., 2009).
Além disso, enquanto a sobrevivéncia AT-CTMs se mostrou uniforme e semelhante
durante os tempos experimentais (2,4 e 6 semanas), a sobrevivéncia das MO-CTMs
foi diminuindo significantemente entre os tempos avaliados.

Nossos resultados, baseados no estudo da produgdo de fatores neurotroficos
como BDNF sugerem um padrdo semelhante ao ocorrido na sobrevivéncia celular
avaliada pela quantificag¢do de transcritos génicos para EGFP. Ja foi relatado que que
o BDNF ndo s6 ¢ capaz de promover sobrevivéncia das células ganglionares
retinianas apos injuria e previnir perda desas células como também ¢ efetivo na
manuntencao fisiologica da integridade dendritica das células ganglionares (Weber &
Harman, 2008 ; Weber et al., 2009; Liu et al., 2009). Estudos recentes mostram ainda
que CTMs sao capazes de expressar BDNF in vivo e in vitro, sob certos estimulos e
que a expressao desta proteina ¢ restrita e altamente correlacionada a sub-populagdes
especificas de CTMs (Crigler et al., 2006; Chen et al., 2002; Rodrigues-Hell et al.,
2009). Pisati et al, (2007) relatam também que os mecanismos responsaveis pela
melhora funcional de um tecido neural lesado apds transplante com CTMs se deve a
producao, por estas cé€lulas, de fatores troficos neuroprotetores como BDNF, NGF,
fator de crescimento de hepatécitos ¢ VEGF. Com isso, podemos inferir que a
producdo aumentada de transcritos para BDNF tem relagdo estreita com a
sobrevivéncia das células transplantadas. Isto indica que este fator estar sendo
produzido por estas células ou as CTMs estdo estimulando as células hospedeiras da
retina a praduzirem este fator.

Em relacdo aos fatores produzidos ao longo da recuperagdo da lesdo, também
foi obtido um padrdo semelhante quanto a producdo dos transcritos géncos para os
fatores relina, VEGF ¢ VEGF-A; havendo um aumento da produ¢io na 6° semana pos
transplante em ratos que receberam MO-CTMs. D'Arcangelo (2005) mostrou, em seus
estudos, que a relina € capaz de se ligar a receptores (Very low-density lipoprotein
receptor- V1dlr e Apolipoprotein E Receptor 2-ApoER-2) presentes nas células que
estdo no processo de migracdo. Este fato pode sugerir que, como a presenga de uma
quantidade menor de células capazes de migrar e integrar a retina, as células lesadas
retinianas, produzem maior quantidade de fatores troficos como a propria relina e até
VEGF e VEGF-A. O VEGF ¢ um importante fator de crescimento com papel
fundamental na formag¢do e manutenc¢do de estruturas vasculares. Essas fungdes sao

mediadas por seus receptores tirosina quinases, VEGFR1/FIt] e VEGFR2/Flk1. No
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entanto, o VEGF ¢ também caracterizado como importante fator mediador na
neuroprotecdo e neurogénese. Isso foi demonstrado em estudos que mostram que
existe uma produgdo basal e constitutiva de VEGF, VEGFR-1 ¢ VEGFR-2 em células
do epitélio pigmentar e células da glia em olhos normais e quando essa expressdo ¢
reduzida ocorre formacao anormal do tecido neural.

O aumento de transcritos génicos para VEGF e VEGF-A, na 6° semana ap0s
transplante de MO-CTMs, sugere que mesmo com a realizagdo do transpante de
células de forma tardia (7 dias apds a lesdo) pode ter havido tendéncia, de grande
parte das células-tronco injetadas, se diferenciarem em células da glia. Esses dados
corroboram com o resultado obtido por Okada et al. (2005) e Ogawa et al. (2002) ja
descritos nesta seccao. Ja foi bastante descrito na literatura os efeitos neurotroficos e
neuroprotetores de VEGF e VEGF-A, portanto o aumento da expressdo desses fatores
por células da glia pode ocorrer na tentativa estimular a proliferagdo e sobrevivéncia
de células retinianas lesadas e até das CTMs restantes.

Ja foi demonstrado que os receptores de VEGF, VEGFR-1 ¢ VEGFR-2 (tipo
tirosina-quinases especificas) estdo presentes em células endoteliais, células
progenitoras retinanas podendo ser expressos também em células-tronco. Estes
receptores podem ser regulados tanto pelo aumento da expressao de VEGF e VEGF-
A quanto por hipdxia (Fong et al., 1995; Zachary 2005). O VEGFR-1 gera sinais que
organizam a reunido de células endoteliais em tubos e vasos funcionais. VEGFR-2 ¢
responsavel pela proliferacdo e migracao das células endoteliais.

Nossos resultados mostram um aumento de transcritos génicos para VEGFR-
1, observado na 6° semana tanto no grupo cuja retina foi lesada mas ndo recebeu
células quanto no grupo que recebeu TA-CTMs. Este fato sugere que este aumento
pode ser devido a hipoxia induzida pela lesdo, ja que ndo foi observado aumento da
expressao de VEGF ou VEGF-A significativos nestes grupos e que pode, neste
momento, estar ocorrendo angiogénese nestes grupos.

O grupo que recebeu MO-CTMs ndo apresentou aumento significativo na
expressao de nenhum dos receptores para VEGF ou VEGF-A testados, mesmo
apresentado aumento na expressdo destes fatores. Segundo Maurer et al. 2003, isso
pode indicar um mecanismo alternativo de protecdo ja que neste momento, 0s
processos de proliferacdo, mitose e reorganizacdo estrutural estdo extremamente
susceptiveis a danos no DNA, entdo uma proliferacdo, dos neur6nios retinianos

reduzida, pela diminui¢do na expressio de VEGFR-1 ¢ VEGFR-2 indica um
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mecanismo protetor adicional.

6- CONCLUSOES

Nossos resultados sugerem que o resultado final do transplante de CTMs em

retinas lesadas por laser ¢ afetado por inimeras variaveis. Essas varidveis incluem a

fonte de obtencdo das CTMs, seu tipo de marcagdo intracelular para posterior

traceamento in vivo, seu local de administracdo, assim como o tempo de

administracao celular pds lesdo. Com isso podemos concluir que:

As CTMs provenientes de medula dssea mostraram-se mais adequadas para
serem transplantadas em retinas lesadas. Isso se deve ao fato de que essas
células apresentaram, em comparacdo com as TA-CTMs, maior taxa de
sobrevivéncia e maior efeito paracrino de fatores neuroprotetores como

BDNF, VEGF e VEGF-A.

O uso de EGFP como marcador celular endogeno para traceamento de CTMs
in vivo se mostrou mais adequado que o fator soluvel DAPI, pois nao difunde
em tecidos hospedeiros além de exercer treceabilidade de longa duracdo in

Vvivo.

O humor vitreo pode ndo ser o melhor local de escolha para a adminstragao
de CTMs, pois pode interfirir, no processo de migracdo e integragdo das

c€lulas transplantadas na retina.

O tempo ideal para administragdo de CTMs em retinas lesadas seria entre o
fim da fase sub-aguda e inicio da fase cronica de resolucdo da lesdo induzida
por laser. Esse periodo parece ser ideal para sobrevivéncia e diferenciacdo

adequada de CTMs.
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7- PERSPECTIVAS

e (Comparagdo entre diferentes locais de administragdio de CTMs na retina:

intravitreo x subrretiniano

e Realizacdo de andlises morfoldgicas com o intuito de:
- Estudar localizagdo de fatores produzidos (BDNF, Relina, VEGF) e dos
receptores para estes fatores
- Identificar a localizacdo das CTMs na retina, em diferentes tempos, apds

administracao destas células

e Avaliar a producdo de outros fatores importantes na identificagdo da lesdo e

para migracao celular como SDF-1 e seu receptor CXCR4
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