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RESUMO

Objetivou-se avaliar os efeitos imunomodulatério e neuroprotetor da aplicagdo de células tronco
mesenguimais (CTM) aldgenas e criopreservadas no trauma experimental de medula espinhal em
ratos. Foram utilizados dez Rattus norvegicus (Lewis, eGFP) para isolamento e criopreservacao
das CTM. Para estudo do trauma de medula espinhal, foram utilizados 120 Rattus norvegicus
(Wistar) distribuidos em trés grupos experimentais: Controle negativo (CN) - animais submetidos
a laminectomia (n=20), Controle positivo (CP) - animais submetidos ao trauma de medula
espinhal sem tratamento (n=50) e grupo CTM - animais submetidos ao trauma e tratado com CTM
(n=50). As avaliages foram realizadas as 24, 48, 72 horas e aos oito e 21 dias apds a cirurgia.
Avaliou-se fun¢do motora dos animais pelo teste BBB. Foram realizadas analises histopatolédgicas
e imunoistoguimica para quantificacdo do infiltrado inflamatério (anti-CD68), da integridade
neuronal (anti-NeuN) e da ativagdo de astrdcitos (anti-GFAP). Foi realizada quantificacdo dos
transcritos génicos para IL-10, TNF-a, IL-1B, TGF-B, BDNF, GDNF ¢ VEGF por RT-PCR em
tempo real. Quando comparado ao grupo CP, o grupo CTM apresentou maiores escores nas
avaliacOes de funcdo motora 72 horas, 8 e 21 dias ap6s trauma, bem como menor expresséo de
CD68 no tempo de avaliacdo 8 dias e de GFAP aos 21 dias. Adicionalmente, houve menor
degeneracgdo da substancia branca e maior expressdo de NeuN no grupo CTM aos 21 dias. A
expressao de 11-10 foi maior no grupo CTM 24 horas ap6s trauma, de GDNF 48 horas e 8 dias e
de VEGF 21 dias ap6s trauma. Observou-se, no grupo CTM, menor expressdo de TNF-a. aos 8 e
21 dias e de TGF-f 24 horas e 21 dias apds trauma. Ndo houveram diferencas na expressao de
IL-1p3 e BDNF entre os grupos CTM e CP (P<0,05). A administracdo de CTM reduziu o infiltrado
inflamatdrio, ativou células da microglia/macréfagos com fenétipo anti-inflamatério, aumentou a
quantidade de neurénios integros, diminuiu a degeneracgdo da substancia branca e a ativacdo de
astrécitos apés trauma de medula espinhal. Adicionalmente, as CTM aumentaram expressao de
IL-10, de GDNF e de VEGF, e reduziram as de TNFa e TGF-B. Concluiu-se que as CTM
criopreservadas promovem efeito imunomodulatério e neuroprotetor em ratos com trauma de
medula espinhal, por meio do aumento na expresséo de 1L-10, GDNF e VEGF, e redugdo na de
TNFa e TGF-.

Palavras-chave: células tronco mesenquimais, criopreservacao, trauma de medula espinhal.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate immunomodulatory and neuroprotective effects of
cryopreserved allogenic mesenchymal stem cells (MSCs) aplication on rat experimental spinal
cord injury. Therefore, ten Rattus norvegicus were used (Lewis, EGFP) for CTM isolation and
cryopreservation. For the spinal cord injury study 120 Rattus norvegicus (Wistar) were distributed
on three groups: negative control (NC) - animals submitted to laminectomy (n = 20), positive
control (CP) - animals submitted to spinal cord injury without treatment (n = 50) and MSC group
- animals submitted to spinal cord injury and with MSC treatment (n = 50). The evaluations were
made at 24, 48, 72 hours and at eight and 21 days after surgery. Motor function was assessed by
BBB locomotor rating scale. Histopathological and immunohistochemical analyzes were
performed for measurement of inflammatory infiltration (anti-CD68) of neuronal integrity (anti-
NeuN) and astrocyte activation (anti-GFAP). I1L-10, TNF-a, IL-1p, TGF-B, BDNF, GDNF and
VEGF gene transcripts measurement were performed by real time RT-PCR. When compared to
the CP group, the MSC group showed higher motor function scores at 72 hours, 8 and 21 days
after spinal cord injury, lesser CD68 expression at eight days and GFAP at 21 days after spinal
cord injury. Furthermore, there was lesser white matter degeneration and higher NeuN expression
in MSC group at 21 days. IL-10 expression was higher in the MSC group 24 hours after injury,
GDNF 48 hours and 8 days and VEGF 21 days after injury. However it was observed in the MSC
group, lower TNF-a expression at 8 and 21 days, and TGF-f 24 hours and 21 days after injury.
There were no differences in IL-1p and BDNF expression between MSC and CP groups (P <0.05).
The MSC administration reduced the inflammatory infiltrate, activated microglia cells/
macrophages with anti-inflammatory phenotype, increased the amount of intact neurons,
decreased degeneration of the white matter and astrocytes activation after spinal cord injury.
Additionally, the MSC increased IL-10 expression, GDNF and VEGF, and the reduced TNF and
TGF-B. We conclude that MSC cryopreserved promote immunomodulatory and neuroprotective
effect in rats with spinal cord injury, by increasing the expression of IL-10, VEGF, and GDNF,
and a reduction in TNF and TGF-p.

Keywords: mesenchymal stem cells, cryopreservation, spinal cord injury.
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1. INTRODUCAO

Existem aproximadamente 2,5 milhdes de pessoas no mundo que sofreram trauma de medula
espinhal. Frequentemente, esse tipo de lesdo provoca déficits neuroldgicos graves e permanentes,
fazendo com que os individuos acometidos necessitem de constantes cuidados médicos e de
enfermagem. Estima-se que 0s gastos anuais com tais cuidados podem chegar a trés milhdes de
dolares. Ressalta-se que o trauma de medula espinhal ocorre com maior frequéncia em jovens
saudaveis e em plena fase produtiva. Portanto, essa patologia possui importante impacto social e
econdmico em toda sociedade (Sekhon e Fehlings, 2001).

Na medicina veterinaria de pequenos animais o trauma de medula espinhal também é frequente e
as causas mais comuns sdo atropelamentos e doenca de disco intervertebral. O processo de
evolucdo da lesdo é semelhante ao que ocorre em seres humanos. Porém, o trauma de medula
espinhal na medicina veterinaria possui uma perspectiva diferente, pois 0 comprometimento das
fungdes motora, sensorial e autondmica muitas vezes leva a morte ou a eutanasia dos animais
acometidos (Olby, 2010; Spitzbarth et al., 2011).

Os déficits neurolégicos provocados pelo trauma de medula espinhal resultam da interrupgdo
direta das vias neuronais e de alteragdes secundarias progressivas responsaveis por expandir a
area de lesdo. Dentre os eventos secundarios destacam-se a isquemia, excitotoxicidade,
peroxidacdo lipidica, inflamag&o, necrose e apoptose (Brewer et al., 1999; Hausmann, 2003;
Hwan et al., 2006; Dasari et al., 2007).

Existem trés fases na resposta ao trauma da medula espinhal: fase aguda, fase subaguda e fase
cronica. A fase aguda comeca imediatamente apds o trauma e estende-se até sétimo dia apds a
lesdo. Nessa fase, a injlria mecénica provoca hemorragia, reducdo no fluxo sanguineo, o que
posteriormente leva a necrose isquémica e a falha da funcdo neuronal. Além disso, iniciam-se a
liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias, o processo de ativacdo de células da micrdglia e a
migracdo de neutrdfilos e mondcitos para o foco da lesdo. Na fase subaguda, que vai de sete a
quatorze dias apds o trauma, a reacdo inflamatoria persiste e a producéo de radicais livres aumenta
consideravelmente. Essas alteragdes secundarias provocam peroxidacdo lipidica, induzem
apoptose em neurdnios e oligodendrdcitos, o que culmina com perda de tecido. Na fase cronica
que se estende de duas semanas a meses apds o trauma ocorre a formacédo de cicatriz glial e a
degeneracgdo dos ax6nios e suas bainhas de mielina. Portanto, uma caracteristica importante da
fisiopatogenia do trauma de medula espinhal é que a lesdo final é bem maior do que a existente
nas primeiras horas. Dessa forma, a instituicdo rapida do tratamento é essencial para interromper
esses eventos secundarios e limitar a perda de tecido (Novikova et al., 1996; Popovich et al., 1997;
Hwan et al., 2006).

Entretanto, uma terapia efetiva para esta condicdo ainda € um dos maiores desafios. Inimeras
pesquisas tém sido realizadas para encontrar alternativas terapéuticas mais eficientes. A terapia
com células tronco mesenquimais (CTM) tem sido considerada uma opgéo promissora (Gu et al.,
2010; Osaka et al., 2010; Zhukareva et al., 2010; Nakajima et al., 2012; Zhou et al., 2013; Lin et
al. 2014).

O uso de CTM possui algumas vantagens quando comparado aos outros tipos de células tronco.

As CTM sdao células multipotentes que podem ser facilmente isoladas de varios tecidos de
individuos adultos, dentre eles o tecido adiposo. Além disso, elas podem ser expandidas in vitro
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em grande quantidade (Nakajima et al., 2012; Dariolli et al., 2013; Dhanasekargan et al., 2013;
Zhou et al., 2013; Alves et al., 2014; Kingham et al., 2014).

Diversas pesquisas tém demonstrado que a administracdo de CTM na fase aguda ou subaguda
promove melhores resultados que a administracdo na fase cronica (Ankeni et al., 2004; Dasari et
al., 2007; Nandoe Tewarie et al., 2009; Osaka et al., 2010; Zhukareva et al., 2010; Nakajima et
al., 2012; Hawryluk et al., 2012; Nishimura et al., 2013). Esses resultados apoiam a hip6tese de
gue as CTM podem modular os eventos secundarios gue se iniciam nessas fases. O mecanismo
exato para essa agdo ainda néo foi esclarecido. Acredita-se que as CTM produzam citocinas e
neurotrofinas que modulam a resposta inflamatéria e criam um ambiente favoravel a
sobrevivéncia e regeneracdo neuronal (Yune et al., 2003; Nakamura et al., 2003; Mead et al.,
2014).

O processo de isolamento, cultivo e expansdo de CTM demanda de duas a trés semanas, 0 que
inviabiliza a administracdo precoce dessas células. A solucdo para esse problema pode ser o
estudo e o desenvolvimento de bancos de CTM criopreservadas. Alguns estudos foram realizados
para avaliar o processo de criopreservacdo de CTM, entretanto o principal foco desses estudos foi
observar se esse processo altera a viabilidade celular e sua capacidade de manutencéo em cultura
(Dariolli et al., 2013; Davies et al., 2014).

O presente trabalho pretende avaliar se a aplicacdo de CTM aldgenas criopreservadas, por via
intravenosa, trés horas apds trauma de medula espinhal, possui efeito imunomodulatério e
neuroprotetor.

2. HIPOTESE

As CTM aldgenas derivadas de tecido adiposo, criopreservadas, e administradas por via
intravenosa de trés horas apds trauma experimental de medula espinhal possui efeito
imunomodulatério e neuroprotetor.

3. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos imunomodulatério e neuroprotetor da aplicagdo de CTM de tecido adiposo
alogenas, criopreservadas, por via intravenosa trés horas apo6s trauma experimental de medula
espinhal em ratos. Para tanto pretende-se:

1. Avaliar a fungdo motora dos animais segundo o teste proposto por Basso, Beattie e Bresnahan
(BBB);

2. Avaliar as alterag6es morfologicas da medula espinhal por meio de andlises histopatolégicas;
3. Determinar a presenca de CTM no local da lesdo por meio de imunoistoquimica com marcagao
pelo anticorpo anti-EGFP.

4. Quantificar o infiltrado inflamatério por meio de marcag&o de células da microglia/ macréfagos
ativados pelo anticorpo anti-CD68;

5. Quantificar a sobrevivéncia neuronal por meio de marcacdo de neurbnios integros pelo
anticorpo anti-NeuN;

6. Quantificar a ativacdo de astrdcitos por meio de marcacdo dos prolongamentos astrocitarios
pelo anticorpo anti-GFAP;

7. Quantificar a expressdo génica da citocina anti-inflamatéria 1L-10;

8. Quantificar expressdo génica das citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-1p;

9. Quantificar expressdo génica dos fatores neurotréficos TGF-B, BDNF, GDNF e VEGF;
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4. REVISAO DE LITERATURA
4.1. Modelo experimental de trauma de medula espinhal por compressao com bal&o

Os modelos experimentais sdo importantes ferramentas para o estudo e desenvolvimento de
terapias para o trauma de medula espinhal. O bom modelo experimental deve ser de facil
reprodutibilidade, permitir a quantificacdo da leséo e correlaciona-la com a recuperacéo funcional
(Vanicki et al., 2001)

Os ratos sdo 0s animais de laboratério mais utilizados em modelos experimentais, pois 0 custo
para obtencdo e manutengdo desses animais é baixo, eles sdo faceis de manusear, e possuem
tamanho suficiente para permitir o monitoramento de pardmetros fisioldgicos (Vanicki et al.,
2001).

No modelo de trauma por compressao com baldo utiliza-se um catéter de Fogarty francés nimero
2, 0 qual é introduzido no espaco epidural dorsal a medula espinhal através de laminectomia
realizada na décima vértebra toracica, e direcionado até o segmento medular correspondente a
oitava e nona vértebra tordcica. Em seguida o baldo é inflado com solucéo fisioldgica para exercer
trauma compressivo que € mantido durante cinco minutos (Fig. 1) (Martin et al., 1992; Vanicki
etal., 2001).

Laminectomia

Figura 1. llustragdo demonstrando o método de realizagdo de trauma por compressdo com bal&o
(Adaptado de Vanicki et al., 2001).

Este modelo experimental possui varias vantagens. Primeiramente ele permite a realizacdo do
trauma de medula espinhal com laminectomia fora do epicentro da leséo, isto €, ndo existe o efeito
terapéutico da laminectomia permitindo a expansdo da medula edemaciada ap6s o trauma. Dessa
forma, esse tipo de modelo reproduz bem um dos mecanismos de trauma mais frequente na
medicina veterinaria que é o provocado por doencas de disco intervertebral. Além disso, a técnica
de compressdo por baldo é realizada com um cateter disponivel mundialmente com tamanho e
formato padronizados e comercializados a baixo custo. O procedimento pode ser realizado
rapidamente com instrumentos simples, o que permite a facil reproducdo por outros
pesquisadores. Portanto, as caracteristicas supracitadas do modelo justificam o seu uso em estudos
de trauma de medula espinhal (Martin et al., 1992; Vanicki et al., 2001; Carvalho, 2011).
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Outra vantagem desse modelo é que ele permite realizar trauma de intensidades diferentes, de
acordo com o volume utilizado para preencher o baldo que pode variar de 10 a 100 pL. O trauma
realizado com 30 pL é de intensidade grave, e induz paraplegia nos animais nas primeiras 24
horas apés a injuria. Na analise morfol6gica, observa-se uma area central de necrose hemorragica
(maléacia) que se expande nos sentidos radial e cranio caudal, com formacdo de uma cavidade
cistica. Esta cavidade apresenta-se preenchida por células da micréglia ativadas, macréfagos e
debris celulares. No epicentro da lesdo, essas alteracBes sdo mais graves e acometem toda
substancia branca e cinzenta. Aproximadamente 2,0 mm cranial e caudal ao epicentro elas
tornam-se moderadas, enquanto que, a 4,0 mm nos sentidos cranial e caudal ao epicentro a leséo
restringe-se principalmente ao funiculo dorsal. Ao redor da area de cavitacao é possivel identificar
uma faixa de substancia branca preservada, mas onde pode ocorrer degeneracdo axonal e de
mielina. Existe correlagdo direta entre quantidade de substancia branca e cinzenta preservada e
recuperacao da funcdo motora (Martin et al., 1992; Vanicki et al., 2001; Hausmann, 2003).

4.2. O papel da inflamag&o no trauma de medula espinhal

O trauma de medula espinhal desencadeia uma reacdo inflamatdria intensa que se inicia
imediatamente ap6s a ruptura da barreira hematoespinhal (BHE). Nesse momento, as células
endoteliais e 0s astrocitos constituintes dessa barreira liberam citocinas pré-inflamatérias como o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) e a interleucina-1 beta (IL-1p). Essas citocinas aumentam
a permeabilidade vascular e a expressao de moléculas de adesdo celulares, favorecendo migragédo
de leucdcitos e mondcitos para o foco da lesdo (Wang et al., 1996; Lau e Yu, 2001; Hausmann,
2003; Yune et al., 2003; Nishimura et al., 2013). Paralelamente, essas citocinas iniciam o processo
de ativacdo das células da microglia, alterando a morfologia dessas células, estimulando a sua
proliferacdo e migracéo para o local da injuria. Esse processo, juntamente com a transformagéo
de mondcitos em macréfagos, inicia-se nas primeiras horas e atinge um pico no sétimo dia ap6s
o trauma (Wang e Shuaib, 2002; Hausmann, 2003; Nakamura et al., 2003; Spitzbarth et al., 2011,
Nishimura et al., 2013; Thompson et al., 2013).

As células da micréglia ativadas e os macrofagos sdo importantes constituintes da reacéo
inflamatodria. Eles realizam algumas agdes importantes para o processo de reparacao e regeneracao
teciduais, como remover debris de axdnios e mielina que s&o inibidores da regeneragéo axonal, e
secretar fatores neurotroficos que aumentam a sobrevivéncia de neur6nios e o brotamento axonal
(Zhukareva et al., 2010; Spitzbarth et al., 2011). Por outro lado, durante o processo de fagocitose,
estas células liberam espécimes reativos derivados de oxigénio, proteases e Oxido nitrico. Essas
moléculas sdo citotoxicas, e quando liberadas em grande quantidade provocam apoptose de
neurdnios e oligodendrécitos. Adicionalmente, as células da micréglia e macréfagos produzem
mais TNF-a que perpetua e até mesmo amplifica a reagdo inflamatdria (Wang et al., 1996;
Popovich et al., 1997; Bethea et al., 1999; Ledeboer et al., 2000; Bethea e Dietrich, 2002;
Wirjatijasa et al., 2002; Nakamura et al., 2003; Thompson et al., 2013).

Recentemente demonstrou-se que existem dois tipos de células da micrdglia e macréfagos
ativados, um com fenétipo pré-inflamatorio e outro anti-inflamatério. O primeiro tipo,
denominado macrdfago classicamente ativado (M1), apresenta formato ameboide, citoplasma
denso, ndo possui ramificagcbes nem acdo fagocitaria. O segundo tipo (M2) sdo macréfagos
alternativamente ativados que possuem formato arredondado, citoplasma volumoso e vacuolar.
Esses macrdfagos possuem alta atividade fagocitaria, portanto sdao mais eficientes em remover
debris de mielina e favorecer o brotamento axonal. Além disso, eles produzem enzimas que
degradam a cicatriz glial, o que também favorece a regeneracéo dos tratos motores e sensoriais.

18



O TNFa favorece a ativacdo de macrdfagos tipo M1, enquanto a interleucina 10 (IL-10) o tipo
M2 (Wirjatijasa et al., 2002; Nakajima et al., 2012; Ishii et al., 2013; Thompson et al., 2013).

Outro evento importante que contribui para o processo inflamatério apés trauma de medula
espinhal ¢ a astrogliose, que consiste na ativacao de astrocitos pelas citocinas pré-inflamatérias
TNFa, IL-1p e pelo fator de crescimento e transformacdo celular beta (TGF- B). Inicialmente a
astrogliose ocorre ao redor da area de necrose com a finalidade de isolar essa regido do tecido
saudavel, de remover moléculas e ions presentes em excesso no foco de lesdo, e produzir fatores
neurotréficos. Entretanto, os astrocitos ativados produzem mais fatores pro-inflamatorios que
agem de forma autdcrina recrutando mais astrocitos para formar a cicatriz glial.
Aproximadamente quinze dias ap6s trauma, essa cicatriz atinge grande extensdo no parénquima
medular e funciona como uma barreira mecéanica impedindo a regeneragdo axonal (Popovich et
al., 1997; Wang et al., 1997; Lau e yu, 2001; Bethea e Dietrich, 2002; Nakamura et al., 2013;
Nishimura et al., 2013).

O papel exato da reacdo inflamatéria no trauma de medula espinhal ndo esta completamente
elucidado. Sabe-se que essa reacdo é um mecanismo de defesa que pode criar um ambiente
favoravel para sobrevivéncia dos neurdnios e regeneracdao dos axénios. Por outro lado, quando
ocorre de forma intensa e duradoura a inflamagao pode aumentar a perda de tecido e impedir 0s
processos de reparagéo tecidual (Popovich et al., 1997; Hausmann, 2003).

4.3. As citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatdrias no trauma de medula espinhal

As principais citocinas pré-inflamatorias produzidas ap6s o trauma de medula espinhal sdo o
TNF-o e a IL-1pB. O aumento na expressao de TNF-a é promovido principalmente por astrocitos,
células da microglia e macrofagos ativados (Ledeboer et al., 2000; Lau e Yu, 2001; Nakamura et
al., 2003; Yune et al., 2003; Hwan et al., 2006; Hawryluk et al, 2012). Por outro lado, grande
parte da produgdo IL-1 B é atribuida aos astrocitos. O aumento na expressdo dessas citocinas
inicia-se uma hora ap0s trauma e atinge o pico apés oito horas, quando comegam a diminuir
gradativamente até 72 horas. Ocorre um segundo pico na expressao de TNF-o no sétimo dia, que
permanece elevada até 14 dias ap6s trauma (Wang et al., 1996; Wang et al., 1997).

Diversas ac¢Oes pro-inflamatorias sdo exercidas pelo TNF-a e pela IL-1p no trauma de medula
espinhal tais como: aumento da permeabilidade vascular, da expressdo de moléculas de adeséo,
favorecendo o infiltrado inflamatdrio; a ativacdo de células da micrdglia, macrofagos e estimulo
dessas células para produzirem fatores citotoxicos como espécimes reativos derivados de
oxigénio e dxido nitrico; estimulo a proliferagdo de astrocitos e aumento da extensdo da cicatriz
glial (Wang et al. 1997; Ledeboer et al., 2000; Lau e Yu, 2001; Bethea e Dietrich, 2002; Wang e
Shuaib, 2002; Wirjatijasa et al., 2002; Hausmann, 2003; Nakamura et al., 2003; Yune et al, 2003;
Nishimura et al., 2013; Chen et al., 2014). Além disso, 0 TNF-a potencializa a excitotoxicidade
levando a morte neuronal, e aumenta o processo de desmielinizacdo (Hausmann, 2003; Yune et
al., 2003; Hwan et al., 2006).

As citocinas anti-inflamatérias sdo produzidas ap6s trauma de medula espinhal para controlar a
resposta inflamatéria. Dentre elas, destaca-se a IL-10 que é produzida por células da micrdglia,
macrofagos e astrocitos apds serem expostos a fatores pré-inflamatérios (Ledeboer et al., 2000;
Bethea e Dietrich, 2003; Nakamura et al., 2003). A IL-10 reduz a expressdo de moléculas de
adesdo e por consequéncia o infiltrado inflamatdrio, ativa células da micrdglia e macréfagos com
fendtipo anti-inflamatorio e diminui a producdo de TNF-a (Bethea et al., 1999; Ledeboer et al.,
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2000; Wirjatijasa et al., 2002; Jackson et al., 2005; Thompson et al., 2013). Além disso, a IL-10
aumenta a producdo de fatores anti-apoptoticos, diminui a liberagéo de pro-apoptéticos, e impede
a liberacdo de citocromo c e ativacdo da caspase-3 pelas mitocondrias. Portanto, essas acBes
mostram que a IL-10 também possui a¢ao anti-apoptética em neurdnios e oligodendrocitos (Zhou
et al., 2009; Wirjatijasa et al., 2002; Hausmann, 2003). Outra acdo benéfica atribuida a essa
citocina é o aumento da resisténcia de neurénios a excitotoxicidade (Brewer et al., 1999).

4.4. Os fatores neurotroficos na lesdo de medula espinhal

Os fatores neurotroficos sdo proteinas capazes de regular o processo inflamatorio, proteger os
neurdnios de diferentes tipos de injdria e estimular a regeneracdo tecidual. Diversos estudos
avaliaram a expressdo de neurotrofinas ap6s trauma de medula espinhal, bem como a
administracdo delas como terapia (Novikpova et al., 1996; Dolbeare et al., 2003; Na et al., 2010;
Hawryluk et al, 2012; Abdanipour et al., 2014; Chou et al., 2014; Figley et al., 2014; Lin et al.,
2014).

O TGF-B é conhecido por sua agéo na reparacdo de lesdes teciduais. No trauma de medula
espinhal o0 TGF-f estimula a ativagdo de astrocitos para formar a cicatriz glial. Essa neurotrofina
também possui efeito pré-infamatério aumentando a expressdo de moléculas de adesdo e a
ativacdo de células da microglia com citoplasma pequeno, denso e sem ramificagdes. Essas
alteracOes facilitam a migracdo de células da microglia e mondcitos para o local da injuria
(Wirjatijasa et al., 2002; Kohta et al., 2009).

O fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) tem sido muito estudado em injarias do SNC.
Estudos observaram que a administracdo de BDNF ap0és trauma de medula espinhal aumentou a
sobrevivéncia de neurbnios motores, reduziu a area de cavitagcdo (necrose) e estimulou o
brotamento axonal. A expressao desse fator € muito baixa em individuos adultos, portanto para
obter esses resultados é necessario administrar a neurotrofina exdgena ou utilizar outras formas
de terapia que estimulem a sua producdo (Novikova et al., 1996; Nakajima et al., 2010; Lin et al.,
2014)

O fator neurotréfico derivado de células da glia (GDNF) é uma neurotrofina produzida por
astrécitos apés serem ativados durante o processo inflamatdério. Recentemente, esse fator
neurotréfico também tornou-se foco de estudos com trauma de medula espinhal. Demonstrou-se
que a administracdo de GDNF apds trauma de medula espinhal reduz a retracdo de axoénios
seccionados, diminui a ativacdo de células da micrdglia, aumenta a sobrevivéncia de neurénios,
estimula a regeneracgdo axonal e a recuperacao da funcdo motora (Zhang et al., 2013; Dolbeare e
Houle; 2003; Abdanipour et al., 2014; Chen et al., 2014; Lin et al. 2014).

O fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF) aumenta a permeabilidade vascular e
estimula angiogénese. No trauma de medula espinhal essas a¢des aumentam o fluxo sanguineo
para o tecido e favorecem o infiltrado inflamatdrio. Esses eventos, quando em grande intensidade,
podem agravar o edema e a destrui¢do tecidual (Shinozaki et al., 2014). Por outro lado, a
angiogénese é um processo importante, pois permite maior aporte sanguineo para o local da lesdo,
reduz a isquemia e favorece os processos de reparacdo tecidual (Figley et al., 2014; Li et al.,
2014).

O VEGF foi apontado como um fator neuroprotetor e neurotréfico. Descobriu-se que ele aumenta
a resisténcia dos neurbnios motores a isquemia prevenindo a apoptose. Alguns estudos
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alcancaram resultados positivos em que a administracdo exdgena de VEGF apds trauma de
medula epinhal reduziu a perda de tecido, estimulou o brotamento axonal e a recuperagdo
funcional (Facchiano et al., 2002; Widenfalk et al., 2003; An et al., 2010; Nakano et al., 2010;
Figley etal., 2014; Kingham et al., 2014; Li et al., 2014; Mead et al., 2014; Shinozaki et al., 2014).

4.5. Uso de células tronco no tratamento do trauma de medula espinhal

O uso de CTM no tratamento do trauma de medula espinhal comecou a ser estudado por motivos
éticos e praticos, pois surgiu a necessidade de encontrar uma nova fonte de células tronco que nao
fosse derivada de tecido embrionario (Schéffler et al., 2006; Pountos et al., 2007).

As CTM séo células tronco multipotentes, isto é, sdo células capazes de se diferenciar em diversos
tipos celulares como osteoblastos, condroblastos, adipdcitos, midcitos e células neurais.
Inicialmente, as CTM foram isoladas de medula 6ssea e posteriormente de outros tecidos de
individuos adultos como sindvia, peridsteo, polpa dentéria e tecido adiposo (Schéffler et al., 2006;
Pountos et al., 2007; Lindner et al., 2010; Dariolli et al., 2013; Zhou et al., 2013; Abdanipour et
al., 2014; Baer, 2014).

O transplante de CTM é o tratamento do trauma de medula espinhal que promove os melhores
resultados. Em alguns estudos observou-se que estas células reduzem o infiltrado inflamatério, a
apoptose de neurbnios e oligodendracitos, o volume de lesdo, aumentam o brotamento axonal, a
quantidade de tecido preservado e favorecem a recuperagéo funcional (Ankeni et al., 2004; Dasari
et al., 2007; Nandoe Tewarie et al., 2009; Gu et al., 2010; Ide et al., 2010; Nakano et al., 2010;
Caldeira, 2011; Carvalho, 2011; Nakajima et al., 2012; Kinghan et al., 2013; Shin et al., 2013;
Zhou et al., 2013; Lin et al., 2014; Mead et al., 2014).

Entretanto, apesar desses resultados, poucas células tronco permanecem vivas duas a trés semanas
apos o transplante e ndo foi comprovado sua diferenciagdo em tecido neural funcional. Portanto,
0 mecanismo exato de neuroprote¢do ndo foi completamente esclarecido (Ankeny et al., 2004;
Nandoe Tewarie et al., 2009; Gu et al., 2010; Ide et al., 2010; Nakano et al., 2010; Zhukareva et
al., 2010; Hawryluk et al. 2012; Zhou et al., 2013; Kingham et al., 2014; Lin et al. 2014).

A administracdo de células tronco na fase aguda ou subaguda promove melhores resultados que
a administracdo na fase crénica (Ankeny et al., 2004; Dasari et al., 2007; Nandoe Tewarie et al.,
2009; Ide et al., 2010; Nakajima et al., 2012; Nishimura et al., 2013; Zhou et al., 2013). Trés
hipéteses foram levantadas para justificar esse resultado. A primeira sugere que ao serem
transplantadas na fase aguda as CTM encontram um ambiente favoravel para sua sobrevivéncia,
uma vez que 0s eventos secundarios ainda estao se iniciando (Nandoe Tewarie et al., 2009). Outra
hip6tese € que as células se distribuem pelo parénquima medular com mais facilidade, pois ainda
ndo existe a barreira mecanica formada pela cicatriz glial (Nishimura et al., 2013). A terceira
pressupde que a administracdo precoce de células tronco permite que elas modulem os eventos
secundarios na fase inicial reduzindo o processo de expansdo da lesdo (Ankeny et al., 2004; Dasari
etal., 2007; Ide et al., 2010; Nakajima et al., 2012; Zhou et al., 2013).

A terceira hip6tese tem sido o foco de pesquisas recentes, pois se demonstrou em cultura que as
células tronco secretam citocinas e neurotrofinas como TNF-a, IL-1pB, IL-10, TGF-B, BDNF,
GDNF e VEGF (Zhukareva et al., 2010; Nakajima et al., 2012; Mead et al., 2014). Portanto,
acredita-se que apds serem transplantadas, as células respondem ao ambiente da medula espinhal,
secretam essas citocinas e neurotrofinas e diminuem a intensidade dos eventos secundarios como
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inflamacdo, peroxidacdo lipidica e apoptose. Além disso, as neurotrofinas podem favorecer a
sobrevivéncia dos neurdnios e estimular a regeneracdo axonal (Schéffler et al., 2006; Gu et al.,
2010; Nakano et al., 2010; Zhu et al., 2013; Kingham et al., 2014; Lin et al. 2014; Mead et al.,
2014).

4.6. CTM derivadas de tecido adiposo

O isolamento de CTM a partir de tecido adiposo é uma opgéo vantajosa, pois esta € uma fonte
abundante no individuo adulto e de facil acessibilidade. Adicionalmente, quando comparado a
medula 06ssea, o tecido adiposo permite o isolamento de maior quantidade de CTM, as quais
apresentam taxa de proliferacdo mais alta e também produzem fatores neurotréficos. Outra
caracteristica interessante é que essas células possuem baixa imunogenicidade. Essas
caracteristicas elegem as CTM derivadas de tecido adiposo como uma op¢ao para estudos clinicos
e experimentais em medicina regenerativa, principalmente naqueles que utilizam transplantes
alogénicos (Schaffler et al., 2006; Dariolli et al., 2013; Dhanasekaran et al., 2013; Zhu et al.,
2013; Baer, 2014; Kingham et al., 2014).

O isolamento de CTM de tecido adiposo é realizado pelo método da digestao enzimatica, em que
a colagenase cliva a ligacdo de peptideos do colageno e libera a fracdo celular, que é
posteriormente separada por lavagem e centrifugagdo. O proximo passo apos o isolamento é a
expansdo in vitro das CTM, etapa que permite a replicacdo das células até se obter quantidade
suficiente para serem utilizadas. Nessa etapa, as CTM sdo cultivadas em garrafas plasticas
contendo meio de cultura, mantidas em estufa umidificada, regulada a temperatura de 37°C, com
5% de CO,. O tempo de cultivo necessario para obter uma grande quantidade de CTM é de
aproximadamente duas a trés semanas (Pountos et al., 2007; Dariolli et al., 2013; Dhanasekaran
et al, 2013; Abdanipour et al., 2014).

Existem alguns critérios minimos necessarios para se classificar as CTM. Primeiramente elas
devem aderir ao plastico quando isoladas e mantidas em cultivo e devem apresentar morfologia
semelhante a fibroblastos. Adicionalmente, elas devem possuir capacidade de se diferenciar em
osteoblastos, condrécitos e adipdcitos in vitro e devem apresentar determinados marcadores de
superficie que podem ser reconhecidas por imunofenotipagem (Dominici et al., 2006). Até o
momento, ndo existe um consenso sobre um marcador Unico e bem definido que caracterize as
CTM. Essa divergéncia se deve ao fato de que essas células possuem inimeras moléculas de
superficie e muitas dessas sdo encontradas em outros tipos celulares. Dentre as moléculas que
devem ser encontradas nas CTM destacam-se CD54, CD73, CD90 e MHC-I. Por outro lado, as
CTM néo devem apresentar as moléculas de superficie CD11, CD34, CD45, e MHC-II (Schaffler
et al., 2006; Pountos et al., 2007; Lindner et al., 2010; Osaka et al., 2010; Dariolli et al., 2013;
Dhanasekaran et al, 2013; Kim et al., 2013; Abdanipour et al., 2014; Baer, 2014).

Alguns fatores interferem no potencial de isolamento e expansdo das CTM derivadas de tecido
adiposo. Dentre eles, a idade do doador, o tipo e localizagdo do tecido adiposo coletado e o
procedimento cirargico realizado para obté-lo (Schaffler et al., 2006; Zhukareva et al., 2010). Os
fatores relacionados a técnica de cultivo como a quantidade de células plaqueadas, a composi¢do
do meio de cultura, a qualidade e o material da garrafa de cultivo, e 0 nimero de passagens
realizadas também interferem no potencial de expansdo das CTM. O meio de cultura é constituido
por um meio basal contendo glicose, aminoacidos, célcio, magnésio, potassio, sédio e fosfato,
enriquecido com soro fetal de origem animal em concentragéo de 10 a 20%. As garrafas de cultura
devem ser fabricadas em material plastico que possibilita a aderéncia e colonizacdo das CTM em
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sua superficie. Com o passar do tempo de cultivo, a medida que as células vao sendo expandidas
e repassadas para novas garrafas, ocorre um processo de senescéncia dessas células. Durante esse
processo observa-se reducgdo no potencial de replicacdo e na a¢do paracrina das CTM. Além disso,
algumas dessas células podem sofrer apoptose e até mesmo desenvolver caracteristicas
tumorogénicas (Pountos et al., 2007).

4.7. Criopreservacdo de CTM

A criopreservacdo de CTM comecou a ser estudada com a finalidade de manter um estoque de
células que pode ser prontamente utilizado em grande quantidade, sem a necessidade de esperar
o tempo de expansdo. Adicionalmente, como as células sdo congeladas entre a terceira e quinta
passagem, evita-se 0 processo de senescéncia celular. Outra vantagem é a possibilidade de se criar
um banco de CTM aldgenas provenientes de individuos jovens, ou seja, constituido por células
com maior taxa de proliferacdo de producédo de citocinas e neurotrofinas (Dariolli et al., 2013;
Zhu et al., 2013; Davies et al., 2014).

Para a adequada criopreservacdo das CTM alguns fatores devem ser controlados como a
temperatura utilizada para o congelamento, a adicdo de crioprotetores e as velocidades de
criopreservacdo e de descongelamento. A temperatura ideal é aquela que é suficiente para que as
reacoes celulares tornem-se extremamente lentas, ou até parem de ocorrer, mas que apds o
descongelamento as células devem manter suas caracteristicas estruturais e de diferenciacdo. A
temperatura de nitrogénio liquido (- 196 °C) é considerada ideal para essa finalidade. Para
proteger as CTM do processo de criopreservacdo sdo adicionados crioprotetores ao meio de
congelamento para prevenir a formagdo de cristais intra e extracelulares durante o processo de
criopreservagdo. A maioria dos estudos com criopreservagéo utiliza o protocolo com a adicdo de
10 % de dimetilsulfoxido (DMSO) ao meio de congelamento. O processo de congelamento deve
ser gradual em que as células ficam 24 horas a -80°C antes de serem estocadas a -196°C. O
processo de descongelamento deve ser rapido, no qual as CTM devem ser descongeladas a 37°C
em banho-maria em menos de cinco minutos. Estudos demonstraram as CTM podem sofrer
algumas alteragdes ap0s a criopreservacdo, porem as CTM ainda sdo capazes de se expandir e
diferenciar em cultura (Dariolli et al., 2013; Zhu et al., 2013; Davies et al., 2014).

4.8. Vias de administracdo de CTM

A maioria das pesquisas que avaliou 0 uso de CTM no trauma de medula espinhal utilizou a via
de administragdo intralesional. Entretanto, a administracdo de células por essa via possui duas
desvantagens, a primeira é a necessidade de se realizar procedimento cirtrgico adicional para
expor a medula espinhal e a segunda é a possibilidade de lesionar a medula espinhal no momento
da aplicacdo (Inoue et al., 2003; Shin et al., 2013; Zhang & He, 2014).

O estudo de uma via alternativa menos invasiva faz-se necessario. Dentro desse contexto, outras
duas vias tém sido estudadas, a via intratecal e a intravenosa. Todavia, em algumas situacdes,
como nos casos de traumatismos com fraturas de coluna vertebral cervical, ndo é possivel realizar
0 posicionamento adequado para administracdo intratecal. Portanto, nesses casos e naqueles em
que o paciente ndo tem condigdes de ser submetido a procedimento cirdrgico, a via intravenosa é
a melhor opcéo (Inoue et al., 2003; Shin et al., 2013; Zhang & He, 2014).

Alguns trabalhos que avaliaram a administracdo de CTM por via intravenosa demonstraram que
essas células chegam a medula espinhal (Kim et al., 2013; Shin et al., 2013). Acredita-se que apds
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a administracdo intravenosa as CTM sdo recrutadas para a medula espinhal devido a ruptura da
barreira hemato-espinhal e a mecanismos de atragdo celular como fatores quimiotéxicos e
moléculas de adesdo vasculares e intercelulares (Inoue et al., 2003). Portanto, a administracao
precoce das CTM favorece a chegada dessas células no parénquima medular e proporciona os
melhores resultados (Osaka et al., 2010). O padrdo de distribuicdo das CTM na area de lesdo
apresenta diferenca entre as vias de administracdo. Na via intralesional as células tendem a ficar
agrupadas no local da aplicacdo, enquanto na via intravenosa elas se distribuem ao redor da area
de cavitacao (Kim et al., 2013).

Os resultados obtidos com a aplicacdo de CTM por via intravenosa sdo semelhantes aos
observados apds a administracdo intralesional. As CTM reduzem a area de lesdo, estimulam a
remielinizacdo e a recuperacdo funcional (Inoue et al. 2003; Osaka et al.; 2010; Kim et al., 2013;
Shin et al., 2013).

5. MATERIAL E METODOS

Esse trabalho foi desenvolvido de acordo com as normas internacionais de bem estar animal apos
aprovacdo pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas
Gerais (CETEA/UFMG), com protocolo de n° 41/2012 (Anexo 1).

Para execucdo do trabalho foram utilizadas as seguintes instalagdes da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG):

e Biotério do Departamento de Bioquimica do ICB/UFMG;

e Laboratério de Imunologia Celular e Molecular (LICM) do ICB/UFMG;

e Ndcleo de Células Tronco e Terapia Celular Animal (NCT-TCA) do DCCV da
EVIUFMG,;

e Biotério Experimental do Centro de Experimentacéo de Pequenos Animais do Hospital

Veterinario da EV/UFMG;

Sala de Cirurgia Experimental de Pequenos Animais do DCCV da EV/UFMG;

Laboratério de Patologia Molecular do Setor de Patologia do DCCV da EV/UFMG,;

Laboratério de Patologia e Imunoistoquimica do Setor de Patologia do DCCV da EV/.

Laboratério de Neurociéncias e Medicina Molecular — INCT da Faculdade de

Medicina/UFMG

5.1. Isolamento, cultivo e expansdo de CTM de tecido adiposo

Para coleta de tecido adiposo e obtencdo de CTM foram utilizados dez Rattus norvegicus,
linhagem Lewis, machos, com quatro semanas de vida, transgénicos homozig6ticos para proteina
verde fluorescente — GFP (LEW-Tg e GFP F455/Rrrc), provenientes do Biotério do
Departamento de Bioquimica do ICB/UFMG.

Os animais foram submetidos a eutanasia por sobredose de tiopental sédico® (100,0 mg/kg) e,
posteriormente, foram realizadas tricotomia e antissepsia do abdémen para coleta do tecido
adiposo retroperitoneal em capela de fluxo laminar. A cavidade abdominal foi exposta por
celiotomia mediana retro umbilical e o tecido adiposo retroperitoneal proximo a pelve foi
cuidadosamente removido sem inclusdo de vasos visiveis e visceras adjacentes. Realizou-se um

! Thiopentax ®, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Brasil
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pool do tecido adiposo coletado dos animais. O tecido foi lavado por imersdo em solucdo tampéao
de fosfato padrdo 0,15M (PBS) pH 7,2, e transferidos para tubos Falcon de 50 mL estéril?
contendo meio de cultura para células tronco Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) com
baixa glicose® enriquecido com penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100ug/mL e anfoterricina
25ug/mL (PSA) e gentamicina* 60 ug/L. As amostras foram levadas a sala de cultivo celular do
LICM do ICB/UFMG para processamento.

Sob condicBes de assepsia, os frascos contendo o tecido adiposo foram transferidos para capela
de seguranca bioldgica grau Il. Dentro da capela, o meio de cultura foi descartado e o tecido
adiposo lavado com PBS 0,15M. Apds esse procedimento, foram adicionados em cada tubo, 10,0
mL de solucdo de colagenase® 0,15% p/v diluida em PBS 0,15M e o tecido adiposo foi
fragmentado a pedacos menores com tesoura estéril posicionada dentro do tubo. Os frascos foram
incubados por 60 min a 37° C e agitados a cada 15 min. Em seguida, foram adicionados em cada
frasco, 20,0 mL de DMEM enriquecido com PSA, gentamicina e 10% de soro fetal bovino (SFB)®
para inativacdo da enzima. O contetdo foi centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm e 23°C.
Descartou-se o sobrenadante, e o pellet contendo as células foi ressuspenso em 5,0 mL de DMEM
com PSA, gentamicina e 10% de SFB, e plaqueado em garrafas T75’.

As garrafas foram mantidas em estufa umidificada com 5% de CO,, a 37° C durante 24 horas. No
dia seguinte, o meio de cultura das garrafas foi removido por pipetagem e transferido para um
tubo Falcon de 50,0 mL. O tubo foi centrifugado por 10 minutos, a 1500 rpm, e 23°C, e o pellet
formado foi ressuspenso e plagueado em novas garrafas T75. As garrafas que tiveram o meio
removido receberam 5,0 mL de DMEM com PSA, gentamicina e 10% de SFB, e foram devolvidas
para estufa.

As garrafas foram avaliadas a cada 72 horas em microscdpio 6tico invertido e tiveram seu meio
de cultura trocado. Ao atingir 80 ou 90% de confluéncia, as células foram removidas da garrafa
de cultivo e replagueadas em novas garrafas para permitir a expansdo celular, etapa esta
denominada de passagem celular. Para realizar a passagem celular, as garrafas tiveram o meio de
cultura removido e foram lavadas duas vezes com 5,0 mL de PBS 0,15M. Posteriormente,
adicionou-se 750 pL de solugdo de tripsina® em cada garrafa, e as mesmas foram mantidas na
estufa por 5 minutos para acao enzimatica. Em seguida, as garrafas foram rapidamente avaliadas
no microscopio para confirmar o desprendimento das células, e foi adicionado 1,0 mL de DMEM
com PSA, gentamicina e 10% de SFB para inativacao da tripsina.

O conteudo das garrafas foi transferido para tubos Falcon de 50,0 mL e centrifugados por 10
minutos a 1500 rpm e 23°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 1,0 mL
de DMEM com PSA, gentamicina e 10% de SFB. Uma aliquota de 2,0 pL da solugdo contendo
as células foi adicionada a 98,0 pL de solucdo de Turkey homogeneizada e transferida para
cadmara de Newbauer para contagem da concentracdo celular. Foram replaqueadas, em cada
passagem, 2,0 x 10 células por garrafa T75. As garrafas foram mantidas na estufa sob as mesmas
condigdes anteriores, monitoradas diariamente e submetidas as trocas de meio a cada 72 horas.

2 Centrifuge Tubes 50 ml, Techno Plastic Products, Switzerland.
3 DMEM, Gibco, USA.

4 Gentamicina, Ariston Industrias e Farmacéuticas Ltda, Brasil.

® Colagenase B, Roche Applied Science, Germany.

® Soro fetal bovino estéril, LGC Biotecnologia Ltda, Brasil.

" Tissue Culture Flasks 75, Techno Plastic Products, Switzerland.
8 Trypsin 0,05% EDTA, Gibco, USA.
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O processo de expansdo celular foi realizado até a quarta passagem, momento no qual ao invés
de serem replaqueadas, as células foram congeladas para confeccdo de um banco de células.
Quatro garrafas foram mantidas em cultura para as etapas de caracterizacdo das células tronco
mesenguimais, seguindo as normas da Sociedade Internacional de Terapia Celular (International
Society for Cellular Therapy — ISCT) publicadas por Dominici et al. (2006).

5.2. Caracterizacéo fenotipica das CTM do tecido adiposo

Para caracterizacdo fenotipica por citometria de fluxo, uma amostra de CTM de cada
procedimento de extracdo foi submetida a imunofenotipagem antes do congelamento e apds o
descongelamento, utilizando-se os anticorpos monoclonais primarios de camundongo®, anti-
CD45 (clone 69), anti-CD90 (clone Ox-7), anti-CD73 (clone 5 F/B9), anti-CD54 (clone 1A29),
anti-CD11, anti-MHC | e anti-MHC I1l. Para cada anticorpo foram utilizadas 1,0 x 108 células,
sendo o procedimento realizado em triplicata.

Apos o desprendimento das células pela a¢do da tripsina, as células foram contadas em camara
de Newbauer e divididas em 27 eppendorffs identificados com os anticorpos testados, o controle
da reacéo (branco) e o controle do anticorpo secundéario. As células foram lavadas duas vezes com
1,0 mL de PBS e centrifugadas durante 7 min, & 1400rpm e 23°C. Posteriormente, cada amostra
foi incubada por 30min a 4°C com solugdo de PBS contendo o anticorpo primario. Seguiu-se a
centrifugacdo dos eppendorffs, descarte do sobrenadante, duas lavagens com solugdo de PBS e a
incubacdo com o anticorpo secundario Alexa 555%, sob as mesmas condicGes descritas
anteriormente. As células foram novamente lavadas duas vezes com 1,0 mL de PBS e
centrifugadas durante 7 min, a 1400rpm e 23°C. Posteriormente, adicionou-se 100,0 pL de PBS
e 100,0 pL de paraformoldeido 4 %, e imediatamente encaminhadas para leitura no citbmetro de
fluxo FACScan'! utilizando o software CellQuest®*?, com um minimo de 30.000 eventos por
amostra testada. Cada leitura foi realizada em triplicata. O controle da rea¢éo (branco) recebeu
apenas PBS em cada um dos momentos de incubag¢do com anticorpo e o controle do anticorpo
secundario recebeu PBS no primeiro momento e, em seguida, o0 anticorpo secundario

5.3. Comprovacao do potencial de diferenciacdo das CTM do tecido adiposo

Para comprovacao dos potenciais de diferenciacéo osteogénico, condrogénico e adipogénico uma
amostra de CTM de cada procedimento de extracdo foi submetida a cada um dos protocolos de
diferenciagdo antes e apds o descongelamento, assim como sugerido por Pittenger et al. (1999),
Deans e Moseley (2000) e Dominici et al. (2006). Os controles de cada tipo de diferenciagéo
foram cultivados em meio basal que é constituido de DMEM com PSA, gentamicina e 10% de
SFB.

Para diferenciagdo osteogénica, as CTM foram plaqueadas na densidade de 1,0 x 10* células/cm?,
em seis repeticdes, em placas de seis e 24 pogos. Apds 24 horas de cultivo em meio basal, 0s
meios de trés pocos foram substituidos por meio osteogénico que foi constituido de DMEM
enriquecido com acido ascérbico (50,0 pg/mL), R-glicerofosfato (10,0 mM)*® e dexametasona

° BD Biosciences, EUA.

0Alexa 555, InVitrogen, Life Technologies, EUA.

11 EACScan, Becton Dicknson Immunocytometry, EUA.

12 The Cell QuestTM Sftware, Becton Dickinson Dicknson Immunocytometry, EUA.
18 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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(0,1 uM)*, acrescido de 10% de soro fetal bovino. As células foram cultivadas a 37°C e 5% de
CO; por 21 dias com o meio trocado a cada 72horas. Transcorrido esse periodo, 0s pocos foram
lavados com PBS e fixados em é&lcool 70° por 24 horas e, posteriormente corados pela técnica de
Von Kossa para visualizagdo dos nddulos de mineralizacdo e confirmacdo da diferenciagdo
osteogénica.

Para diferenciagdo condrogénica 1,0 x 10° CTM células foram colocadas em tubos Falcon de 15,0
ml totalizando seis tubos e cultivadas em meio basal por 24 horas. Apds esse periodo os meios de
trés tubos foram substituidos por meio condrogénico que foi constituido do DMEM enriquecido
com soro fetal bovino (1%), albumina sérica bovina (0,0125 g/mL), piruvato (100,0 uM), insulina
(6,25 ug/mL), transferrina (6,25 ug/mL), acido ascérbico (50,0 uM), dexametasona (100,0 nM)
e TGF-B1%° (10,0 ng/mL). Em seguida as células foram cultivadas a 37°C e 5% de CO; por 21
dias e 0 meio de cultura trocado a cada quatro dias. Transcorrido esse periodo, os pellets celulares
foram fixados em paraformaldeido 4%, tamponado por 60 minutos e processados pela técnica
rotineira de inclusdo em parafina. Cortes histolégicos com 5,0 um de espessura foram corados
pela técnica de Alcian Blue e avaliados por microscopia Optica, para visualizacdo dos
proteoglicanos e confirmacao da diferenciagdo condrogénica.

Para diferenciacéo adipogénica as CTM foram plagueadas na densidade de 1,0 x 10* células/cm?,
em seis repeticOes em placas de seis pogos. Apos 24 horas de cultivo em meio basal, os meios de
trés pocos foram substituidos por meio adipogénico substituindo-se 0 meio basal por meio
adipogénico que é constituido do DMEM enriquecido soro fetal bovino (10%), dexametasona
(1,0 uM), insulina (10,0 uL/mL), indometacina (100,0 mM) e isobutilmetilxantina (500,0 mM).
Em seguida, as células foram cultivadas a 37°C e 5% de CO; por 21 dias e 0 meio de cultura
trocado a cada quatro dias. Transcorrido esse periodo, as células foram fixadas em formalina 10%
por 60 minutos, coradas pela técnica de Oil Red avaliados por microscopia Optica, para
visualizagdo de vesiculas lipidicas e confirmacao da diferenciagdo adipogénica.

Todas as etapas de caracterizacdo das CTM foram realizadas antes do congelamento e apds o
descongelamento para utilizagdo das células, posteriormente.

5.4. Criopreservagao e comprovacdo da viabilidade celular

As CTM da quarta passagem foram desprendidas das garrafas, centrifugadas, ressuspensas em
PBS, e contadas em camara de Newbauer para se realizar o congelamento. As células foram
novamente centrifugadas e ressuspensas na concentracéo de 1,0 x 106 células/mL/tubo no meio
de congelamento que foi constituido de 50% de DMEM, 40% de SFB, e 10% de DMSO. Foram
preparadas 75 doses (tubos), colocadas em container para criopreservagédo e acondicionados em
freezer -70/80°C, envoltos em isopor, para que a troca de temperatura ocorresse lentamente. Apés
24 horas, os tubos foram colocados em raques e estocados a -196°C em nitrogénio liquido, por
um periodo de dois a trés meses, até as CTM foram utilizadas para o transplante.

As doses foram descongeladas 48 horas antes do transplante. Para descongelamento, os criotubos
foram mergulhados em banho maria a 37°C por cerca de 30 segundos e centrifugados por 5
minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado e as CTM foram lavadas duas vezes com PBS
0,15M. Em seguida, as CTM foram replaqueadas em garrafas T75cm, cultivadas em DMEM com

14 Aché, Guarulhos, SP, Brasil
15 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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PSA, gentamicina e 10% de SFB, e mantidas em estufa umidificada com 5% de CO,, a 37° C, até
o transplante. Cerca de duas horas antes do transplante, as CTM foram desprendidas das garrafas
de cultivo por meio da acédo da tripsina. Em seguida, foram lavadas e ressuspensas em PBS 0,15M.
Apdbs homogeneizagdo, uma aliquota de 2,0 L da suspensdo contendo as células foi corada pelo
azul de tripan e as células viaveis (transparentes) e inviaveis (azuis) foram quantificadas em
camara de Newbauer. A concentracéo de células vidveis foi utilizada para determinar o volume
da suspensdo necessario para se obter a concentragdo 1,0 x 10° células/0,5mL, desejada para o
transplante celular.

5.5. Avaliacéo da conversdo do MTT em cristais de formazan

Para o teste de conversdo do MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
tetrazolium]} em formazan, trés doses de CTM foram descongeladas em banho maria a 37°C por
cerca de 30 segundos e centrifugados por 5 minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado,
as CTM foram lavadas duas vezes com PBS 0,15M, replaqueadas na densidade de 1,0 x 10°
células/cm? em placas de 24 pocos e cultivadas em DMEM com PSA, gentamicina e 10% SFB
por 48 horas. Posteriormente, o meio foi trocado por 210,0 uL de DMEM com PSA e 10% SFB
em cada poco e 170,0 uL de MTT (5mg/mL)*®. A placa foi incubada por duas horas em estufa a
37°C e 5% de CO,. Os cristais de formazan foram observados ao microscépio antes do acréscimo
de 210,0 uL de SDS (sodio dodecil sulfato)-10% HCI, que permaneceu overnight em estufa a
37°C e 5% de CO.. No dia seguinte, 100,0 uL de cada poc¢o foram transferidos para placas de 96
pogos para leitura em espectofotdbmetro com comprimento de onda de 595nm. Esse mesmo
procedimento foi realizado em triplicata antes do congelamento e ap6s o descongelamento.

5.6. Procedimento cirurgico para realizacdo do trauma medular e administracdo de CTM
ou PBS

5.6.1. Animais

Foram utilizados 120 Rattus norvegicus de linhagem Wistar, machos, com peso de 300 a 350g.
Durante o periodo de quarentena os animais foram desverminados e receberam medicagéo de uso
topico contra ectoparasitas!’. Durante todo o periodo experimental, eles foram mantidos no
Biotério Experimental do Centro de Experimentacdo de Pequenos Animais do DCCV da
EV/UFMG, alojados em caixas com quatro animais cada, sob condi¢cBes de umidade e
temperatura controladas, fotoperiodo de 12 horas, e receberam racdo comercial para roedores*® e
agua ad libitum.

16 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA.
7 Frotline, Merial, Brasil.
18 Nuvilab CR-1®, Nuvital Nutrientes S/A, Brasil.
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5.6.2. Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais, sendo que cada
grupo foi subdividido em cinco tempos de avaliacdo: 24h, 48h, 72h, 8 dias e 21 dias.

e Controle negativo (CN): Composto por 20 animais, distribuidos igualmente nos tempos
de avaliagdo: 24h, 48h, 72h, 8 dias e 21 dias. Os animais foram submetidos a
laminectomia e trés horas apds foi realizada aplicacdo intravenosa de PBS.

e Controle positivo (CP): Compostos por 50 animais, distribuidos igualmente nos seguintes
tempos de avaliagdo: 24h, 48h, 72h, 8 dias e 21 dias. Esses animais foram submetidos a
trauma de medula espinhal e trés horas ap6s foi realizada aplicagdo intravenosa de PBS.

e Tratado com células tronco mesenquimais (CTM): Compostos por 50 animais,
distribuidos igualmente nos seguintes tempos de avaliagdo: 24h, 48h, 72h, 8 dias e 21
dias. Esses animais foram submetidos a trauma de medula espinhal e trés horas ap6s foi
realizada aplicacéo intravenosa de 1,0 x 10 CTM por animal.

5.6.3. Procedimentos anestésico e cirdrgico

Os animais receberam inducéo e manutencéo anestésicas com isoflurano®®, fornecido por meio de
mascara facial em sistema semiaberto. Com os animais anestesiados, foi realizada a tricotomia da
regido dorsal, antibioticoterapia profilatica com cefalotina sédica?® (60,0 mg/kg/SC) e analgesia
com morfina? (5,0 mg/kg/SC).

Apos tricotomia ampla do dorso do animal e antissepsia com polivinilpirrolidona degermante?? e
alcool iodado?, foi realizada uma inciséo de pele na linha média dorsal de 2,0 cm, estendendo-se
do processo espinhoso da oitava vértebra toracica (T8) a primeira vértebra lombar (L1). O tecido
subcutaneo foi divulsionado, as inser¢des dos musculos epaxiais foram incisadas e os musculos
afastados lateralmente. Com o auxilio de uma goiva Luer-Friedmann?* realizou-se a ostectomia
do processo espinhoso da décima vértebra toracica (T10), seguindo-se o desgaste da lamina dorsal
com broca acoplada ao drill pneumatico neurolégico?®. Ap6s o desgaste, a lamina dorsal foi
removida com uma pinca Halstead. A medula espinhal foi exposta e a dura mater mantida integra.
Para promover a lesdo medular compressiva aguda foi utilizado um catéter de Fogarty?® francés
n.2. O cateter foi introduzido no espaco epidural e conduzido cranialmente até o segmento T8-
T9, o baldo do catéter foi preenchido com 30l de solucao fisiol6gica a 0,9% e mantida pressao,
sobre a medula, durante cinco minutos, conforme técnica descrita por Vanicky et al. (2001). Em
seguida, o bal&o foi esvaziado e o catéter removido. Realizou-se a aproximagao da musculatura e
do tecido subcutaneo empregando sutura padrdo simples continuo com fio de poliamida 3-0%" e a
dermorrafia com o mesmo fio em padrdo simples interrompido.

Apbs a cirurgia, 0s animais permaneceram em caixa aquecida até completa recuperagdo
anestésica, e receberam solucdo NaCL a 0,9% na taxa de manutengdo (15,0 mL/kg), via

19 1sofluorane, Cristalia Produtos Farmacéuticos Ltda, Brasil.

2 Cefalotina, Ariston Industrias e Farmacéuticas Ltda, Brasil.

2t Morfina 10mg/ml, Produto genérico, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Brasil.
22 Riodene, PVPI-1, Rioquimica Indstria Farmacéutica, Brasil.

2 Riodene, Alcool lodado, Rioquimica Indlstria Farmacéutica, Brasil.

24 Luer-Friedmann DX500R, Aesculap, Germany.

% ECCOS® Aesculap, Laboratorio B. Braun, Brasil.

% Fogarty Catheter, Edwards Lifesciences LLC, EUA.

2" Nylons®, Ethicon Endo Surgery, Brasil.
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subcutanea. A analgesia p6s-operatoria foi realizada com morfina (5,0 mg/kg/SC) a cada 8 horas
nas primeiras 24 horas. No segundo e terceiro dia apés o trauma, os animais receberam tramadol?®
(2,0 mg/kg/SC), a cada 12 horas. Realizou-se massagem abdominal para esvaziamento vesical a
cada 8 horas, durante todo periodo de avaliacdo. Os animais foram monitorados quanto a presenca
de secrec¢do ou sinais de infecgdo da ferida cirdrgica, de infecgdo urinaria e uremia.

5.6.4. Administracdo de CTM ou PBS

Trés horas apds o procedimento cirlrgico, os animais foram cuidadosamente contidos para
aplicagdo intravenosa das CTM ou PBS. A veia lateral da cauda foi puncionada com um cateter
24G? e foi administrado 0,5 mL de PBS 0,15M nos grupos controle (CN e CP) e 1,0 x 10 células
suspensas em 0,5 mL de PBS 0,15M no grupo CTM.

5.7. Avaliacdo da funcdo motora

A avaliacdo da capacidade motora foi realizada antes da intervencdo cirdrgica, 24 horas apés a
cirurgia e a cada sete dias até completar um periodo de 21 dias. O método utilizado para avaliagdo
motora foi o proposto por BBB descrito por Basso et al. (1996). Para tanto, os animais foram
filmados durante dois minutos, em um campo aberto circular de 1,0 m de didmetro.
Posteriormente, os videos foram analisados por dois avaliadores previamente treinados, que
desconheciam 0s grupos a que 0s animais pertenciam (estudo cego). Esses avaliadores
observaram o padrdo locomotor dos animais, atribuindo um escore de zero a 21 (Tab. 1).

Tabela 1. Escala proposta por Basso, Beattie e Bresnahan (1996) para avaliagdo da capacidade
motora de ratos e classificagdo por escores.

ESCORE DEFINICAO
0 Nenhum movimento observavel dos membros.
1 Movimento discreto de uma ou duas articulagdes, geralmente coxo-femoral e/ou
do joelho.
Movimento extenso de uma articulagdo OU
2 . . o .
Movimento extenso de uma articula¢do e discreto de outra.
3 Movimento extenso de duas articulacdes.
4 Movimento discreto das trés articulagdes.
5 Movimento discreto de duas articulacdes e extenso da terceira.
6 Movimento extenso de duas articulac@es e discreto da terceira
7 Movimento extenso das trés articulacoes.

2 Tramadol, Laboratdrios Pfizer, Brasil.
2 BD Insyte™ Autoguard™, BD, SP, Brasil.
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Pedalada sem suporte de peso OU
Apoio plantar sem suporte de peso.

Apoio plantar com suporte de peso na fase de apoio OU
Passada dorsal com suporte de peso ocasional, freqiiente ou consitente ou
Auséncia de passada plantar.

Passo plantar com suporte de peso ocasional e auséncia de coordenacéo entre
membros toracicos e pélvicos.

Passo plantar com suporte de peso freqiente a consistente e auséncia de
coordenacéo.

Passo plantar com suporte de peso fregiiente a consistente e coordenagéo
ocasional.

Passo plantar com suporte de peso freqliente a consistente e coordencao
frequente.

Passo plantar com suporte de peso e coordenagdo consistentes. Com rotacao
externa ou interna da pata no contato inicial com piso e antes de liberar os dedos
(final da fase de apoio).

OU passo plantar freqliente, coordenacao consistente e passos dorsais ocasionais.

Passo plantar e coordenacao consistentes e dedos encostam constantemente ou
freqlientemente no piso durante a elevacdo do membro. A pata estd
predominantemente paralela ao corpo no contato inicial.

Passo plantar e coordenagdo consistentes e os dedos encostam ocasionalmente
durante o avango do passo. A pata esta predominantemente paralela no contato
inicial e rotacionada quando se eleva durante o avangar do passo.

Passo plantar e coordenacdo consistentes, dedos encostam ocasionamente no
piso, a pata esta paralela no contato inicial e quando animal avanca.

Passo plantar e coordenagdo consistentes, os dedos praticamente ndo encostam
mais na superficie. A pata esta paralela no contato inicial e rotacionada no
momento de elevacao da pata.

Passo plantar e coordenacdo consistentes, dedos praticamente ndo encostam no
piso, a pata esta paralela no contato inicial e quando animal avanga. A cauda esta
baixa parte ou todo tempo.

Passo plantar e coordenacdo consistentes, dedos praticamente ndo encostam no
piso, a pata esté paralela no contato inicial e quando animal avanca. A cauda esta
consistentemente para cima, porém ha instabilidade do tronco.

Passo plantar e coordenacdo consistentes, dedos praticamente ndo encostam no
piso, a pata esta paralela no contato inicial e quando animal avanga. A cauda esta
consistentemente para cima e ha estabilidade do tronco.
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5.8. Eutanasia dos animais e coleta das medulas espinhais

Transcorridos os tempos de avaliagdo, os animais receberam sobredose de tiopental sédico®
(100,0 mg/kg), por via intraperitoneal, e apds atingirem plano anestésico profundo a maior parte
do sangue circulante foi coletado por puncdo cardiaca. Todas as amostras foram coletadas
imediatamente ap0s a parada cardiorespiratoria. Cinco animais dos grupos experimentais CP e
CTM foram destinados as avaliagdes histopatolégica e imunoistoquimica e 0s outros cinco
animais foram utilizados para avaliacdo da expressdo génica das citocinas pro-inflamatorias, anti-
inflamatdrias e dos fatores neurotroficos, em cada tempo de avaliacdo. No grupo CN, quatro
animais foram destinados para cada avaliacdo por tempo de avaliacdo.

5.9. Avaliac@es histopatoldgica e imunoistoquimica

Realizou-se avaliaces histopatolégica e imunoistoquimica apenas nos animais nos tempos de
avaliagdo de 8 e 21 dias. Para tanto, as colunas vertebrais contendo as medulas espinhais foram
coletadas e fixadas em paraformaldeido tamponado a 4% por 24 horas. Posteriormente, elas foram
transferidas para frascos com alcool 70% e armazenadas até realizagéo da técnica de inclusdo em
parafina.

As colunas vertebrais foram dissecadas para retirar um segmento de 2,4 cm de medula espinhal,
centralizado no epicentro da lesdo. Em seguida, 0s segmentos foram processados e antes de serem
inseridos no bloco de parafina, cada segmento foi dividido em trés partes iguais de 0,8 cm e
identificado como cranial, epicentro e caudal.

Os segmentos de medula foram submetidos a cortes seriados para caracterizagdo da leséo. Iniciou-
se com a retirada de quatro cortes de quatro micrometros cada, que foram distribuidos em duas
laminas gelatinizadas, dois cortes por Iamina. Em seguida, 500um foram desbastados e mais
quatro cortes foram obtidos e colocadas em duas laminas, assim sucessivamente, até o final da
area de lesdo. As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina e observadas a microscopia
Optica.

Para descri¢do histopatologica foram selecionadas duas laminas por animal contendo area de
necrose focalmente extensa no funiculo dorsal, uma proveniente da regido cranial e a outra da
regido caudal ao epicentro da lesdo. Para realizagdo das rea¢fes de imunoistoquimica padronizou-
se a utilizacdo das primeiras laminas do segmento caudal contendo area de necrose focalmente
extensa no funiculo dorsal. Nos animais do grupo CN negativo tanto para analise histopatolégica
descritiva quanto para imunoistoguimica utilizou-se laminas provenientes da regido
correspondente ao epicentro. Foi avaliado uma lamina por animal para cada anticorpo.

Foram utilizados os anticorpos primarios: anti-EGFP (1:1500)* para identificar as CTM
transplantadas; anti-CD68 (1:200)? para avaliacdo de células da microglia ativadas e macréfagos;
anti-NeuN (1:500)* para avaliacéo de corpos neuronais e anti-GFAP (1:200)3* para avaliagdo de
prolongamentos de astrdcitos.

30 Thiopentax ®, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Brasil
31 Anti-EGFP, Coelho/policlonal, Abcam, EUA.

32 Anti-CD68 (ED1), Camundongo/monoclonal Abcam, EUA.

33 Anti-NeuN, Camundongo/monoclonal, Chemicon Temecula, EUA.

3 Anti-GFAP, Coelho/polyclonal, Abcam, EUA.
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As laminas foram colocadas em xilol para serem desparafinadas e em seguida hidratadas em
concentracdes decrescentes de alcool. Foi realizada recuperacdo antigénica por meio de
aquecimento das laminas por 40 minutos em solucdo de &cido citrico a 0,05% (20 minutos em
banho maria e 20 minutos em repouso na mesma solucao); em seguida, o bloqueio das peroxidases
enddgenas em solugdo de metanol e peroxido de hidrogénio (0,3% H»0;), por 30 minutos, em
camara escura. Ap6s lavagem em PBS, os cortes foram incubados por 30 minutos com solucao
bloqueio® também em camara Umida e escura para blogueio de epitopos inespecificos. Na
sequéncia, as secgoes histolégicas foram incubadas overnight, na cdmara Umida e escura, a 4°C,
com os anticorpos primarios. Cortes controles, com omissdo do anticorpo priméario, foram
realizados em todas as reac6es para verificar a especificidade da marcacdo. No dia seguinte, apds
lavagem com PBS o anticorpo secundario® foi adicionado, e os cortes incubados por 45 minutos.
Acrescentou-se 0 complexo estreptoavidina biotina peroxidase®’ e foi novamente incubado por
mais 30 minutos. As reagOes foram reveladas com 3-3° diaminobenzina peroxidase (DAB)®
lavadas em agua corrente por 10 minutos, e contra coradas com hematoxilina de Harris. Apds
estas etapas, procederam-se a desidratacdo padrdo, e montagem das laminas com laminulas e
balsamo do Canada.

As laminas marcadas por esses anticorpos foram fotografadas e analisadas pelo software de
analise de imagem ImagelJ®%®, sendo que, para cada imagem foi quantificada a média da
densidade integrada de pixels das células subtraida do background.

5.10. Avaliacdo da expressao relativa das citocinas anti-inflamatorias, pré-inflamatorias e
dos fatores neurotroficos.

Nos animais destinados a avaliacdo de expressdo génica, um segmento de 1,5cm da medula
espinhal centralizado no epicentro foi retirado. As amostras de medula foram colocadas em
criotubo RNAase e DNAase free com 1,0 ml de trizol*® e maceradas com auxilio de uma pinga
hemostéatica estéril. Os criotubos foram entdo congelados em nitrogénio liquido (-196°C) e
armazenados em freezer* a -80 °C.

Foram avaliadas as expressdes relativas dos transcriptos génicos para a citocina anti-inflamatérias
IL-10; as citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-1P; e fatores neurotroéficos TGF-f, BDNF,
GDNF e VEGF, por meio de RT-PCR em tempo real.

Foi realizada a extragdo do RNA total de cada amostra pela técnica do Trizol. As amostras foram
descongeladas, transferidas para um tubo conico e maceradas com auxilio de pistilo plastico
estéril livre de RNA e DNA. Apés a maceracdo, as amostras foram incubadas por 5 minutos,
seguindo-se a adicdo de 200,0 pL de cloroférmio e agitacdo vigorosamente por 15 segundos. Os
tubos foram incubados por mais 5 minutos sob refrigeracéo e centrifugados a 11400 rpm por 15
minutos, a 4 °C, para separagdo das trés fases. A fase aquosa (transparente) foi transferida para
novos tubos, e foram adicionados 500,0 pL de &lcool isopropilico para precipitagdo do RNA. As
amostras foram congeladas a -80°C por 30 minutos. ApoGs esse periodo as amostras foram
descongeladas e centrifugadas a 11400 rpm por 10 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi descartado

3 Protein Block(Serum Free), DAKO, EUA.
38 LSAB™, Link for AP/HRP, DAKO, EUA.
STLSAB™, Streptavidin/HRP, DAKO, EUA.
38 DAB, DAKO, EUA.

39 National Institutes of Health, USA.

40 Trizol, Invitrogen, Life Technologies, USA.
41 Revco DxF, Thermo Fisher Scientific, USA.
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e 0 pellet de RNA foi hidratado com 1000,0 L de etanol a 75%. As amostras foram centrifugadas
a 7500 rpm por 5 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi descartado. Os pellets foram secos a
temperatura ambiente por 5 minutos e depois solubilizados em 20,0 pL de dgua ultra-pura DEPC*
mantidas por 10 minutos a 55°C. As amostras foram congeladas a -80°C para posterior sintese do
DNA complementar (cDNA). A quantificacdo do RNA foi feita por espectrofotometria de luz UV
utilizando-se a diluicdo 1:50 ou seja 2,0 pL RNA total foi diluido e 98,0 puL de &gua DEPC, as
amostras foram lidas na absorbancia 260/280 nm.

A confeccdo do cDNA foi realizada por meio da reacéo da transcriptase reversa, utilizando-se Kit
comercial*. O cDNA foi sintetizado a partir de 1,0 g de RNA total, sendo adicionados, em cada
amostra, reagentes desse Kit, incluindo 10,0 pL de 2xRT, 2,0 uL de RT e agua (até completar 8,0
puL com o RNA), em um volume final de 20,0 L. As amostras foram incubadas em termociclador,
sendo os ciclos de 25 °C por 20 minutos, 42 °C por 50 minutos e 85 °C por 5 minutos. A seguir,
adicionou-se 1,0 uL de RNAse H, e as amostras foram incubadas a 37°C por 20 minutos.
Posteriormente, as amostras foram congeladas a -20°C, até a realizacdo da reagdo em cadeia de
polimerase em tempo real.

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas com o kit comercial Power Svber green®,
utilizando-se 2,5 pug de cDNA, 5pM de cada iniciador e 12,5 uL do reagente syber Green em um
volume final de 25,0 uL de reagdo por poco, no aparelho 7500 Real Time PCR Sistem (Applied
Biosystems, USA). Os parametros utilizados para amplificacdo foram: 50°C por 120 segundos,
95°C por 150 segundos e 45 ciclos, 95°C por 15 segundos e 60°C por 30 segundos. Os primers
iniciadores foram delineados com base na sequéncia do mRNA Rattus norvegicus (Tab. 2). A
expressdo génica foi calculada usando o método 24°T, onde os resultados obtidos para cada
grupo foram comparados quantitativamente ap6s a normalizacdo baseada na expressdo de
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) Rattus norvegicus. Os niveis de expressao
obtidos no grupo controle negativo foram utilizados como padrao de expressdo no calculo da
expressdo relativa de cada transcripto.

42 Ultra-pure® DEPC-treated water, Gibco, Invitrogen, USA.
43 SuperScripti® I11, Platinum® Two-Step gRT-PCR, Invitrogen, USA.
4 power SYBR® Green PCR Master Mix, Invitrogen, USA.
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Tabela 2. Genes com a respectiva sequéncia de nucleotideos dos primers iniciadores para RT-

PCR em tempo real.

Gene NUmero de Sequéncia de oligonucleotideos 5°-3’ Tamanho do
Acesso produto
IL-10 NM_012854. F: CCCAGAAATCAAGGAGCATTTG 64
? R: CAGCTGTATCCAGAGGGTCTTCA
TNF-a  NM_012675. F: AACACATCTCCCTCCGGAAA 64
° R: CCAGTTCCACATCTCGGATCA
IL-1B M98820 F: TGACAGACCCCAAAAGATTAAGG 61
R: CTCATCTGGACAGCCCAAGTC
TGF-B  AY550025.1 F: GAAACGGAAGCGCATCGA 59
R: TGGCGAGCCTTAGTTTGGA
BDNF  NM_012513. F: CACAATGTTCCACCAGGTG 89
’ R: TGGGCGCAGCCTTCAT
GDNF EU068472 F: GAGAGAGGAACCGGCAAGCT 59
R: GCGACCTTTCCCTCTGGAAT
VEGF  NC_013899.1 F: AAATCCTGGAGCGTTCACTGTG 106
R: AACGCGAGTCTGTGTTTTTGC
GAPDH F: TGCACCACCAACTGCTTA 97

NC_005103.3

R: GGATGCAGGGATGATGTTC

5.11. Andlise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com fatorial 3 x 5 (trés
grupos experimentais e cinco tempos de avalia¢do). Verificou-se a normalidade dos residuos pelo
teste Shapiro-Wilk e as variancias comparadas pelo teste F. Os dados que ndo atenderam a estas
premissas foram submetidos a transformagdo logaritmica [x = log(y + 1)]. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA). Para comparacdo entre as médias de expressdo
génica e de densidade integrada de pixels entre 0s grupos experimentais, dois a dois, em um tempo
de avaliacdo, os dados foram analisados pelo Teste t ndo pareado. Os escores da avaliacdo da
capacidade motora foram comparados entre os grupos, dois a dois, pelo teste ndo paramétrico
Mann-Withney. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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6. RESULTADOS
6.1. Isolamento, cultivo e expansdo de CTM de tecido adiposo

O protocolo utilizado para isolamento, cultivo e expansdo das CTM foi eficiente, permitiu a
expansdo das células e na quarta passagem obteve-se grande quantidade de células vidveis que
foram suficientes para a condugdo do estudo. As CTM apresentaram morfologia alongada,
fusiforme, semelhante & morfologia de fibroblastos.

6.2. Caracterizacao fenotipica das CTM

A caracterizacdo fenotipica das CTM por citometria de fluxo foi semelhante nas CTM antes do
congelamento e apds o descongelamento. Observou-se baixa expressdo média dos marcadores
CD45 (4,93+1,4), CD34 (4,83+£0,62), CD11b/c (5,37+£1,64), MHC 1l (9,1£7,1) e alta expressao
média dos marcadores CD54 (89,71+9,55), CD73 (90,07+5,25), CD90 (91,28+6,5) e MHC |
(92,69+6,35) (Fig.2).

Branco CD11blc CD34 CD45
80 | Green Fluorescence (GRIFHLog) subset Green Fuotescence (GRIVHLOg) subsel Oreen Fluorescence (GRN-HLog) subsel s IO
15 | Forward Scatter (FSC-HUIn), Side Scatter (S8 0050% 691% 347%
g 430%
S 60
2
2
T 10 ” =
3 240 3 E 8
s 5
2 0
3
0 0
o r o 9 T g . 3 e T Y U T
ry . 2 0 1 2 3 4 0 ' 2 3 4
0 5 10 15 10 10! 10° 10° 10! 100 a0 10° 10° 10* 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
FSC-HUin' Forward Scatter (FSC-HLin) ORN-HLOg:: Green Fluorescence (ORN-HLOg) GRN-HLog: Green Fluorescence (GRN-HLOG) GRN-HLog- Green Fluorescence (GRN-HLog) GRN-HLop: Green Fluorescence (GRN-HLog)
Green Fluorescence (GRN-HLog) subset Green Fluorescence (ORN-HLog) subsat Graen Fluorescence (ORN-HLog) subset Graen Fluorescence (GRN-HLog) subset Graen Fluorescence (GRN-HLog) subset
1% 99.0% 98.4% 198%
8 3 3 3 3
T T Y o - - 9 r T 9 T T r r T T
1 2 4 7 2 X 2 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
100 10 10 10° 10 00 10 10° 10° 10 ST 10° 10° 10! 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
GRN-HLog: Green Fluorescence (GRN-HLog) GRN-HLog" Green Fluorescence (GRN-HL0g) GRN-HLog: Green Fluorescence (ORN-HLog) GRN-HLog" Green Fluorescence (GRN-HLOg) GRN-HLog:: Green Fluorescence (GRN-HLOg)
100 - - — =
- — t
—_
po
—

% de células marcadas
[4.]
o

Y a2 2 1 2 A . e A 2

Oemm mom Cem I_lqnn AL AE AL AL
CD11b/c  CD34 CD45  MHCIl  CD54 cD73 CD90 MHC |

Figura 2. Andlise imunofenotipica das CTM por meio de citometria de fluxo. A) Grafico de
tamanho versus granulosidade indica a populacdo R1 escolhida para analise dos marcadores
CD11, CD34, CD45, CD54, CD73, CD90, MHC-I, MHC-II. Os histogramas apresentam o
numero de eventos versus intensidade de fluorescéncia. Os resultados ilustram um evento da
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cultura de CTM obtidas do tecido adiposo. O grafico em branco representa a populacéo de células
avaliadas para um marcador especifico (o deslocamento para direita indica a existéncia de
marcacdo). B) Porcentagem de células que expressaram os marcadores CD11, CD34, CD45,
CD54, CD73, CD90, MHC-I, MHC-Il em culturas de CTM indiferenciadas antes do
congelamento e ap6s 60 e 90 dias de congelamento.

6.3. Comprovacao do potencial de diferenciagdo das CTM

As CTM apresentaram a formacdo de nddulos de mineralizacdo acobreados na coloragdo de Von
Kossa, ap6s serem cultivadas por 21 dias em meio osteogénico, caracterizando o processo de
diferenciagdo osteogénica (Fig. 3A). Apos 21 dias de cultivo em meio condrogénico foi possivel
observar a diferenciacdo das CTM em condroblastos com o acimulo de proteoglicanos corados
em azul pelo Alcian Blue no interior do citoplasma e na matriz extracelular (Fig. 3B). Verificou-
se a formacdo de vesiculas lipidicas com aspecto birrefringente e coloragdo avermelhada por Oil
Red no interior do citoplasma das CTM ap6s 21 dias de cultivo em meio adipogénico, o que
caracterizou a diferenciacao adipogénica dessas células (Fig. 3C).

Dif. osteogénica Dif. condrogénica Dif. adipogénica
T o - . AT 3 &5 :
E
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Figura 3. Cultura de CTM extraidas de tecido adiposo de ratos e submetidas a diferenciacdo
osteogénica, condrogénica e adipogénica por 21 dias: A) Na diferenciagédo osteogénica observou-
se nddulos de mineralizagéo acobreados corados pela técnica de Von Kossa; B) Na diferenciagdo
condrogénica observou-se proteoglicanos corados em azul pelo Alcian Blue; C) Na diferenciacdo
adipogénica observou-se vesiculas lipidicas com aspecto birrefringente e coloracdo avermelhada
no interior das células coradas pela técnica de Oil Red.

6.4. Avaliacao da viabilidade celular pelo azul de tripan e conversdo de MTT em cristais de
formazan

A porcentagem de células viaveis foi de 97,03%=0,25 antes do congelamento, 84,87+0,81 apds
60 dias de congelamento e 81,83+3,72 ap6s 90 dias de congelamento. Esses resultados mostram
uma reducdo da viabilidade celular ap6s o descongelamento. Nao houve diferenca na viabilidade
celular entre os tempos de congelamento de 60 e 90 dias (P<0,05) (Fig.4A).

A conversdo de MTT em cristais de formazan foi superior nas culturas de CTM ap06s 90 dias de
congelamento em comparagdo com as culturas antes do congelamento (P<0,05) (Fig.4B).
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Figura 4. A) Médias e desvios padrdo da porcentagem de células viaveis em culturas de CTM
antes do congelamento e ap6s 60 e 90 dias de congelamento (P<0,05). B) Média e desvio padrado
da conversdo do MTT em cristais de formazan em culturas de CTM de tecido adiposo de ratos
antes do congelamento e apés 90 dias de congelamento (P<0,05).

6.6. Pds-operatorio e avaliagdo da fungdo motora

Os animais ndo apresentaram sinais de dor nem complicacGes na ferida cirurgica durante o pos-
operatdrio. Todos os animais submetidos a trauma medular tiveram retencdo urinéria, e alguns
tiveram hematdria.

Os animais do grupo controle negativo apresentaram escore 21 (escore maximo) em todos 0s
tempos de avaliagdo. Os animais submetidos ao trauma tiveram escore 0 ou 1 no teste BBB no
primeiro tempo de avaliacdo (24 horas). Ndo houve diferenca significativa entre os escores
obtidos nos grupos CTM e CP nos tempos de avaliacdo 24 (0,60+0,55; 0,40+0,55) e 48 horas
(1,50+1,73; 1,10+1,32). Os escores foram maiores no grupo CTM do gque no CP nos tempos de
avaliacdo 72 horas (5,00£2,62; 1,4+1,14), oito (9,00+2,83; 5,20+2,05) e 21 dias (9,50+1,92;
6,00+1,41) (P<0,05) (Fig.5).
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Figura 5. Médias e desvios padrdo dos escores obtidos nas avaliacGes da fungdo motora pelo
método BBB nos animais dos grupos controle negativo (CN), tratado com células tronco
mesenguimais (CTM) e controle positivo (CP), avaliados as 24, 48, 72 horas e aos oito e 21 dias
apos trauma. As médias dos escores foram maiores no grupo CTM do que no CP nos tempos de
avaliacdo 72 horas, oito e 21 dias (asteriscos) (P<0,05).

6.7. Avaliacdo histopatoldgica

O tipo de lesdo induzida pela compressdo por baldo foi semelhante em todos os animais
submetidos ao trauma, independente do grupo. Nos cortes dos segmentos craniais encontraram-
se seccBes de medula integra e, caudalmente, notaram-se regides de malacia (cavitagdes) focal.
Nos primeiros cortes as cavitagdes acometiam o funiculo dorsal, e nos subsequentes foram
expandindo-se tornando se cada vez mais extensas até acometer totalmente as substancias branca
e cinzenta. Prosseguindo com os cortes dos segmentos caudais, verificou-se processo inverso.

As secgbes das medulas dos animais do grupo CN apresentaram preservacdo da arquitetura
normal. Observou-se a medula arredondada, envolvida pelas meninges, e no seu interior a
substancia cinzenta em formato de “H” circundada pela substncia branca. No centro da
substancia cinzenta foi possivel visualizar o canal ependimario (Fig. 6a). Os cornos dorsais e
ventrais estavam normais, com corpos neuronais integros apresentando nicleo, nucléolo e
substancia de Nissl evidentes (Fig. 6b). Essas caracteristicas mostraram que a realizacdo de
laminectomia néo provocou lesdo na medula espinhal.

N&o houve diferenca nas alteragdes histologicas observadas na regido do epicentro dos grupos

CTM e CP, nos tempos de avaliagdo oito e 21 dias. Nessa regido as medulas apresentaram malacia
difusa intensa acometendo toda substéncia branca e cinzenta (Fig. 6c).
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No tempo de avaliacdo de oito dias, os cortes histologicos provenientes das regides cranial e
caudal dos grupos CTM e CP apresentaram areas de malécia focalmente extensa, acometendo o
funiculo dorsal (Fig. 6d-g). Na substancia cinzenta dos dois grupos foi possivel encontrar alguns
neurdnios degenerados (Fig. 6h). Na substancia branca ocorreu discreta degeneracdo axonal e
tumefacdo de mielina, multifocal, acometendo o funiculo dorsal ao redor da éarea de cavitacéo, e
os funiculos laterais na regido adjacente aos cornos dorsais (Fig. 6i).

No tempo de avaliacdo 21 dias, 0s segmentos craniais e caudais das medulas dos animais dos
grupos CTM e CP apresentaram regido de malécia focalmente extensa acometendo funiculo
dorsal (Fig. 7a-d). A avaliagdo da substancia cinzenta mostrou alguns neurdnios em degeneragé&o.
Na substancia branca ocorreu degeneracdo discreta a moderada, difusa, evidenciada pela
tumefacdo axonal e da bainha de mielina. Esse achado foi mais intenso no grupo CP do que no
CTM (Fig. 7e).
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Figura 6. Fotomicroscopias de cortes histologicos de medulas espinhais de ratos oito dias apds a
cirurgia de laminectomia e realizagdo de trauma medular, coloragdo HE: A e B) Medula espinhal
de animal submetido apenas a laminectomia (CN) na qual observa-se a arquitetura do tecido
normal (A) e neurénios integros com substancia de Nissl, nucleos e nucléolos evidentes (setas
em B); C) Corte proveniente da regido de epicentro de medula espinhal de animal submetido ao
trauma apresentando malacia acometendo toda substancia branca e cinzenta; D e E) Cortes
provenientes das regibes cranial e caudal de medula espinhal de animal submetido a trauma e
tratado com CTM; F e G) Cortes provenientes das regides cranial e caudal de medula espinhal de
animal submetido a trauma sem tratamento. Nos cortes histolégicos provenientes das regides
craniais e caudais das medulas espinhais de animais submetidos a trauma observaram-se areas de
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malécia focalmente extensa acometendo o funiculo dorsal e discreta degeneracdo axonal e
tumefacdo de mielina acometendo os funiculos dorsais e laterais. Nesses mesmos animais
observaram-se: H) neurénios degenerados, com perda de substancia de Nissl e ntcleo deslocado
para periferia (setas); 1) degeneragéo de substancia branca com tumefacao de axénios e bainha de
mielina (setas) (A, C, D, E, F, G: Barra = 285 um; B, H, I: Barra = 35 pm).

Figura 7. Fotomicroscopias de cortes histologicos de medulas espinhais de ratos 21 dias apds a
cirurgia de laminectomia e realizacdo de trauma medular, coloracdo HE: A e B) Cortes
provenientes das regifes cranial e caudal de medula espinhal de animal submetido a trauma e
tratado com CTM. C e D) Cortes provenientes das regides cranial e caudal de medula espinhal de
rato submetido a trauma sem tratamento. Nos cortes histologicos provenientes das regides cranial
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e caudal dos animais submetidos a trauma observou-se degeneragdo axonal e de mielina discreta
a moderada, difusa, sendo menos intenso no grupo tratado com CTM. (E) Substancia branca da
medula espinhal de animal submetido a trauma apresentando moderada degeneragdo de axdnios
e bainha de mielina (setas). (A,B,C,D: Barra=285 pum ; E: Barra=35 pm).

6.8. Avaliacdo por imunoistoquimica
A reacdo de imunoistoquimica com anticorpo anti-eGFP permitiu visualizar as CTM na medula

espinha 8 e 21 dias ap0ds sua administracdo. Foram identificadas CTM na substancia cinzenta nos
segmentos caudais e na regido de malacia no epicentro da leséo (Fig. 8a,b).
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Figura 8. Fotomiscroscopias de cortes histoldgicos de medulas espinhais de ratos submetidos a
trauma e tratados com CTM. Estreptavidina-biotina-peroxidase, contra-coloragcdo por
hematoxilina de Harris. Observar as CTM distribuidas na substancia cinzenta (A) e na regido de
malacia (B); marcadas com anticorpo anti-eGFP (circulos vermelhos) (Barra =23 pum).
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A marcacao de células da microglia ativadas e macrdfagos pelo anticorpo CD68 foi pouco visivel
no grupo CN (Fig. 9a,b). Nas medulas de animais dos grupos CTM e CP observaram-se células
marcadas na substancia branca e cinzenta, com marca¢do mais intensa na regido de malacia
localizada no funiculo dorsal (Fig. 9 ¢,d). A marcacéo foi citoplasmatica ndo uniforme, pois em
algumas células a intensidade foi maior que em outras.

N&o houve diferenca quanto & expressdo de CD 68 no funiculo dorsal entre os grupos CP
(12,91x10° + 8,31x10%) e CTM (16,91x10° + 10,67x10°%). A expressio de CD68 foi
significativamente menor no grupo CN (0,04x10%+ 0,01x10°) do que no CTM e CP (P<0,05) (Fig.
9a). Observou-se diferenca entre 0s grupos quanto as caracteristicas morfoldgicas das células
marcadas. No grupo CTM as células eram maiores e com citoplasma espumoso, enquanto no
grupo CP elas apresentaram citoplasma menor e mais denso (Fig. 9 e, f).
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Figura 9. A) Médias e desvios padrao de intensidade de expressédo em pixels de CD68 na regido
de funiculo dorsal das medulas de animais dos grupos controle negativo (CN), tratado com células
tronco mesenquimais (CTM) e controle positivo (CP), avaliados oito dias ap6s trauma (P<0,05).
Fotomicroscopias de cortes histologicos de medulas espinhais de ratos oito dias apds cirurgia de
laminectomia e trauma medular. Os cortes foram processados pela técnica de imunoistoquimica
com anticorpo CD68, com Estreptavidina-biotina-peroxidase, e contra-coloracdo por
hematoxilina de Harris. B) Medula espinhal de animal submetido apenas a laminectomia, no qual
a marcacao pelo anticorpo CD68 foi pouco visivel. Nas medulas de animais do grupo tratado com
CTM (C) e controle positivo (D) a marcagdo foi mais intensa na regido de malacia localizada no
funiculo dorsal. E) Regido de funiculo dorsal de medula espinhal de animal tratado com CTM,
observar que as células marcadas apresentam volume maior, com citoplasma menos denso. F)
Regido de funiculo dorsal de medula espinhal de animal submetido a trauma sem tratamento,
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observar que as células marcadas apresentam menor volume e citoplasma mais denso
(B,C,D:Barra=285 um, E,F:Barra=35 pm).

No tempo de avaliacdo de oito dias, a média de intensidade de expressdao em pixels do anticorpo
CD68 na substancia branca foi significativamente menor nos grupos CN (0,05x10°+ 0,02x10°) e
CTM (0,56x10° + 0,39x10°) comparado ao grupo CP (2,92x10° + 2,71x10°) (P<0,05) (Fig.
10a,d,f,h).

No tempo de avaliacdo de oito dias, a média de intensidade de expressdo pixels do anticorpo
CD68 na substancia cinzenta foi significativamente menor nos grupos CN (0,04x10° + 0,01x10°)
e CTM (1,84x10°® + 1,58x10°) comparado ao grupo CP (5,54x10° + 4,24x10°) (P<0,05) (Fig.
10b,c,e,9).

45



A B
2 Substéncia branca ® Substancia cinzenta
g 6.0x1081 R N e 15x107;
o O ol
xg l§ *
2 § 4.0x10°4 28 10x107] —_—
- Pt D
g0 g0
o8 g
© 2.0x10°1 37T 0.5x1071
3 ' = 3 -
2 > \ Q g S D
= ) D @) € O &
8 dias 8 dias
Substancia cinzenta Substancia branca
G D
>
)
E F
>
|_
8}
G X H
[a '
O

Figura 10. Médias e desvios padrdo de intensidade de expressdo em pixels de CD68 nas
substancias branca (A) e cinzenta (B) das medulas de animais dos grupos controle negativo (CN),
tratado com células tronco mesenquimais (CTM) e controle positivo (CP) avaliados oito dias apds
trauma (P<0,05). Fotomicroscopias de cortes histolégicos de medulas espinhais de ratos oito dias
apos cirurgia de laminectomia e trauma medular. Os cortes foram processados pela técnica de
imunoistoquimica com anticorpo CD68, Estreptavidina-biotina-peroxidase, e contra-coloracao
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por hematoxilina de Harris. Cortes provenientes da substancia branca (C) e cinzenta (D) de um
animal submetido & laminectomia, nos quais houve pouca marcagdo. Nas medulas espinhais dos
animais do grupo tratado com CTM observou-se discreta marcacao na substancia branca (E) e
cinzenta (F). Nas medulas espinhais dos animais submetidos a trauma sem tratamento observou-
se marcag&o intensa na substancia branca (G) e cinzenta (H) (Barra=35 um).

Na avaliagéo realizada 21 dias ap6s trauma, ndo houve diferenca entre as médias de expressdo em
intensidade de pixels do anticorpo CD68 na substancia branca e cinzenta nos grupos CTM
(3,73x10° + 3,61x10°%; 2,15x10° + 1,91x10°) e CP (2,66x10°+ 1,66x10°%; 1,64x106+ 1,45x10°). A
marcagao nesses grupos foi maior do que no grupo CN (0,74x10° + 0,58x10°; 0,04x10° + 0,01x10°
(P<0,05) (Fig. 11a,b,c).
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Figura 11. Médias e desvios padrdo de intensidade de expressdo em pixels de CD68 nas no
funiculo dorsa | (A) e nas substancias branca (B) e cinzenta (C) das medulas de animais dos grupos
controle negativo (CN), tratado com células tronco mesenquimais (CTM) e controle positivo (CP)
avaliados aos 21 dias ap0s o trauma medular (P<0,05).

Nas avaliacdes realizadas oito dias apds o trauma com a marcacao pelo anticorpo anti-NeuN, as
medulas dos animais dos grupos CN e CP apresentaram marcacdo citoplasmatica e nuclear, nao
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uniforme, pois haviam neur6nios ndo marcados e outros marcados com diferentes intensidades
(Fig. 12c,e). No grupo CTM os neurdnios apresentaram marcagdo apenas citoplasmatica (Fig.
12d). A média de intensidade de expressdo em pixels para o anticorpo anti-NeuN foi
significativamente maior no grupo CN (1,67x107 + 0,91x107), seguida pelo grupo CP (0,98x107 +
0,25x107) e finalmente pelo CTM (0,28x107 + 0,20x107) que apresentou a menor marcagio
(P<0,05) (Fig. 12a).

Nas avaliagGes 21 dias ap0s trauma, a marcacdo do grupo CTM tornou-se citoplasmatica e
nuclear, assim como nos grupos CN e CP (Fig. 12f, g e h). A média de intensidade de expressao
em pixels do anticorpo NeuN foi significativamente maior nos grupos CN (1,67x10" + 0,91x107)
e CTM (1,69x10" + 0,83x10") que no CP (0,80x10" + 0,38x10") (P<0,05) (Fig. 12b).
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Figura 12. Médias e desvios padrdo de intensidade de expressdo em pixels de NeuN nas medulas
espinhais de animais dos grupos controle negativo (CN), tratado com células tronco
mesenguimais (CTM) e controle positivo (CP) nos tempos de avalia¢do oito (A) e 21 (B) dias
(P<0,05). Fotomicroscopias de cortes histologicos de medulas espinhais de ratos oito e 21 dias
apos cirurgia de laminectomia e trauma medular. Os cortes foram processados pela técnica de
imunoistoquimica com anticorpo, anti-NeuN com Estreptavidina-biotina-peroxidase, e contra-
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coloracdo por hematoxilina de Harris. Qito dias ap0s trauma observou-se marcacgéo pelo anticorpo
anti-NeuN mais intensa nas medulas espinhais dos animais do grupo controle negativo (C),
seguida pelo grupo controle positivo (D) e o grupo tratado com CTM apresentou a menor
marcacdo (D). No tempo de avaliacdo 21 dias apds trauma a marcacdo pelo anticorpo NeuN foi
maior nos grupos controle negativo (F) e tratado com CTM (G) que no controle positivo (H)
(C,D,E,F,G,H:Barra=35 um).

A marcacdo dos prolongamentos de astrocitos pelo anticorpo GFAP nas medulas de animais dos
grupos CN, CTM e CP, nos tempos de avalia¢do oito e 21 dias, foi citoplasmatica. Essa marcagdo
n&o foi uniforme, pois a distribui¢éo dos prolongamentos marcados variou entre substancia branca
e cinzenta (Fig. 13 b,c,d).

Na avaliacdo realizada oito dias ap6s trauma, quando comparadas as médias obtidas apenas no
funiculo dorsal observou-se maior expressdao no grupo CP (1,34x10” + 0,67x107) do que no CN
(0,52x10" £ 0,25x10") e CTM (0,14x107 £ 0,06x107). O grupo CTM apresentou a menor marcacgao
(P<0,05) (Fig.13a,e,f,g). N&o houve diferenca nas expressdes na substancia branca e cinzenta, no
tempo de avaliagdo oito dias entre os grupos CN (1,80x10"+ 0,64x107;1,01x107+ 0,75x107), CTM
(1,79x10" + 0,33x107;1,90x107 + 0,34x107) e CP (1,76x10 £ 0,40x107;2,02x10" + 0,57x107)
(P<0,05) (Fig. 14a,b).
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Figura 13. A) Médias e desvios padréo de intensidade de expressdo em pixels de GFAP na regido
de funiculo dorsal das medulas de animais dos grupos controle negativo (CN), tratado com células
tronco mesenquimais (CTM) e controle positivo (CP) avaliados aos oito dias ap6s o trauma
medular (P<0,05). Fotomicroscopias de cortes histologicos de medulas espinhais de ratos oito
dias apos cirurgia de laminectomia e trauma medular. Os cortes foram processados pela técnica
de imunoistoquimica com anticorpo, anti-GFAP com Estreptavidina-biotina-peroxidase, e contra-
coloracdo por hematoxilina de Harris. Nos cortes histol6gicos provenientes das medulas espinhais
de animais submetidos & laminectomia (B), tratados com CTM (C), e sem tratamento (D)
observou-se marcacdo dos prolongamentos de astrocitos pelo anticorpo GFAP na substancia
branca e cinzenta. Nas regides de funiculo dorsal observou-se marcagdo menos intensa no grupo
tratado com CTM (F) seguida pelo grupo controle negativo (E) e pelo controle positivo (G) no
qual houve a maior marcacéo (B,C,D:Barra=285 um; E,F,G: Barra=35 um ).
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Figura 14. Médias e desvios padrdo de intensidade de expressdo em pixels de GFAP nas
substancias branca (A) e cinzenta (B) das medulas de animais dos grupos controle negativo (CN),
tratado com células tronco mesenquimais (CTM) e controle positivo (CP) avaliados aos oito dias
apos o trauma medular (P<0,05).

No tempo de avaliagdo 21 dias, as médias de intensidade de expressdo em pixels de GFAP obtidas
na substancia branca ndo houve diferenca entre os grupos CN (1,80x10" £ 0,64x107), CTM
(1,61x107+ 0,29x107) e CP (1,59x107 + 0,34x107) (Fig.15a). Ja na substancia cinzenta a média de
intensidade de expressdo em pixels de GFAP foi maior no grupo CP (1,73x107 + 0,49x107) que
no CTM (1,06x10” + 0,52x107) e CN (1,01x10" £+ 0,75x10") (P<0,05) (Fig. 15b,d,e,f). Quando
avaliado somente no funiculo dorsal a média de intensidade de expressdo em pixels foi maior nos
grupos CP (1,37x107 + 0,91x107) e CTM (1,43x107 + 0,60x107) do que no CN (0,52x107 +
0,25x107) (Fig. 15c).
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Figura 15. Médias e desvios padréo de intensidade de expressédo em pixels de GFAP no funiculo
dorsal (A) e nas substancias branca (B) e cinzenta (C) das medulas espinhais de animais dos
grupos controle negativo (CN), tratado com células tronco mesenquimais (CTM) e controle
positivo (CP) avaliados aos 21 dias ap6s o trauma medular (P<0,05). Fotomicroscopias de cortes
histoldgicos provenientes de medulas espinhais de ratos 21 dias ap6s cirurgia de laminectomia e
trauma medular. Os cortes foram processados pela técnica de imunoistoquimica com anticorpo,
anti-GFAP com Estreptavidina-biotina-peroxidase, e contra-coloragdo por hematoxilina de
Harris. Observou-se que a marcagao pelo anticorpo anti-GFAP na substancia cinzenta foi menos
intensa nos grupos controle negativo (D) e tratado com CTM (E) do que no grupo controle
positivo (F) (A,B,C:Barra=35 pum ).
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6.9. Avaliacéo da expressao relativa de citocinas anti-inflamatérias e pro -inflamatérias

A expressdo relativa de 1L-10 foi significativamente maior no grupo CTM (7,57+1,88) que no CP
(2,54+0,79) 24 horas pbs-trauma. Nao foram observadas diferencas significativas entre CTM e
CP nos tempos de avaliacdo 48 horas (1,56+0,67; 1,48+1,09), 72 horas (1,13+0,43; 2,42+1,45),
oito dias (0,18+0,17; 0,26+0,28) e 21 dias (0,04+0,03; 0,08+0,02) (P<0,05) (Fig. 16a).

A expresséo relativa de TNF-a foi menor no grupo CTM do que no CP nos tempos de avaliagdo
oito (0,51+0,31; 1,72+1,38) e 21 dias (1,05+0,31; 2,94+1,32) (P<0,05). Ndo houve diferenca na
expressao relativa de TNF-a entre os grupos nos tempos de avaliacdo 24 horas (4,03%3,83;
6,25+4,54), 48 horas (4,17+1,04; 4,25+0,82) e 72 horas (2,56+2,20; 4,94+2,68) apds o trauma
medular (P<0,05) (Fig. 16Db).

Né&o houve diferenga da expressao relativa de IL-1B entre os grupos CTM e CP, nos tempos de
avaliacdo 24 horas (20,07+9,28; 20,51+15,19), 48 horas (4,07+2,58; 2,48+1,04) e 72 horas
(3,01+1,76; 3,25+1,67), oito dias (1,32+1,09; 2,18+1,03) e 21 dias (10,60+2,63; 8,70+2,06)
(P<0,05) (Fig. 16c).
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Figura 16. Médias e desvios padrédo das expressdes relativas de (A) IL-10, (B) TNF-a e (C) IL-
1B nos animais dos grupos controle negativo (CN), tratado com células tronco mesenquimais
(CTM) e controle positivo (CP), avaliados as 24, 48, 72 horas e aos oito e 21 dias ap6s o trauma
medular (P<0,05).
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6.8. Avaliacdo da expressao relativa de fatores neurotroficos

A expressdo relativa de TGF-f foi significativamente menor no grupo CTM que no CP 24 horas
(2,53+0,40; 10,31+4,57) e 21 dias (4,03+2,34; 7,14+1,58) ap6s trauma. N&o houve diferenca entre
0s grupos CTM e CP, nos tempos de avaliagdo 48 horas (3,90+2,99; 2,89+1,68), 72 horas
(2,90+0,74; 3,92+2,26) e oito dias (15,35+12,88; 11,84+7,58) apds o trauma medular (P<0,05)
(Fig. 17a).

N&o houve diferenca entre a expresséo relativa de BDNF obtida nos grupos CTM e CP, 24 horas
(1,09+0,43; 0,87+0,32), 48 horas (0,71+0,20; 0,60+0,25), 72 horas (0,25+0,20; 0,16; 0,06), oito
dias (0,11+0,04; 0,10+0,03) e 21 dias (0,42+0,33; 0,24+0,15) apds o trauma medular (P<0,05)
(Fig. 17b).

A expressao relativa de GDNF foi significativamente maior no grupo CTM que no CP nos tempos
48 horas (24,45+15,38; 8,22+4,19) e oito dias (1,42+0,62; 0,38+0,12) ap6s o trauma medular.
Néo existiu diferenca entre os grupos CTM e CP, 24 horas (9,78+2,55; 5,87+3,18), 72 horas
(2,21+1,48; 2,48+1,71) e 21 dias (0,02+0,01; 0,05+0,02) ap6s o trauma medular (P<0,05) (Fig.
17c¢).

A expressdo relativa de VEGF foi significativamente maior no grupo CTM comparado ao CP no
tempo de avaliacdo 21 dias apds o trauma medular (1,78+0,15; 0,95+0,33) (P<0,05). Nao houve
diferenca na expressdo de VEGF entre os grupos CTM e CP nos tempos de avaliagdo 24 horas
(1,20+0,16; 0,98+0,37), 48 horas (0,13+0,4; 0,11+0,07) 72 horas (0,11+0,06; 0,07+0,03) e oito
dias (0,22+0,15; 0,19+0,06) (P<0,05) (Fig. 17d).
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Figura 17. Médias e desvios padrdo das expressfes relativas de (A) TGF-B, (B) BDNF, (C)
GDNF e (D) VEGF nos animais dos grupos controle negativo (CN), tratado com células tronco

mesenquimais (CTM) e controle positivo (CP), avaliados as 24, 48, 72 horas e aos oito e 21 dias
apos o trauma medular (P<0,05).

7. DISCUSSAO

O modelo de trauma de medula espinhal por compressdo com baldo foi escolhido para ser
utilizado nesse trabalho por ser uma técnica de simples execugdo, que ndo necessita de aparelhos
de alto custo e que pode ser facilmente reproduzida em outras pesquisas. Adicinalmente, esse
método permite a realizacdo do trauma de medula espinhal com laminectomia fora do epicentro
da lesdo, ou seja, ele exclui o efeito terapéutico da laminectomia que permite a expansdo da
medula edemaciada apds o trauma. Dessa forma, esse modelo reproduz o mecanismo de trauma

mais frequente na medicina veterinaria que é o provocado por doencas de disco intervertebral
(Olby, 2010; Spitzbarth et al., 2011).

O escore maximo (21) apresentado por todos 0s animais do grupo controle negativo, indica que a
laminectomia ndo provocou lesdo da medula espinhal. Ja nos animais submetidos a trauma
medular, a auséncia de movimento ou discreta movimentacdo de uma articulacéo (escore 0 e 1)
observadas na primeira avaliagdo mostrou que a lesdo foi de intensidade grave. O modelo de
trauma medular com o catéter de Fogarty preenchido com 30 pl j& foi utilizado com sucesso para
induzir lesdo grave (Martin et al., 1992), o que representa a realidade da neurologia no pronto
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atendimento, em que a maioria dos pacientes sdo acometidos por lesdo com essa intensidade
(Olby, 2010; Spitzbarth et al., 2011).

Embora todos 0s animais apresentassem retencdo urinaria apds o trauma, e alguns hematdria, a
realizacdo de esvaziamento vesical durante o pds-operatdrio foi suficiente para prevenir
complicac@es ligadas a retencao urinéria e proporcionar conforto aos animais. A retengdo urinaria
e hematuria sdo as alteragBes mais frequentes em animais e humanos com lesdo de medula
espinhal. Elas sdo as principais responsaveis pelos casos de hospitalizacdo desses pacientes para
acompanhamento e tratamento com a finalidade de evitar complicagbes como cistite, infeccbes
ascendentes do trato urinario e até a faléncia renal (Sekhon e Fehlings, 2001; Olby, 2010).

A auséncia de sinais de dor ap6s a cirurgia mostrou que os protocolos anestésicos e analgésicos
foram eficientes no controle da dor dando um conforto no pds-operatério de todos os animais. A
cicatrizacdo da ferida cirurgica e auséncia de complicacbes na regido operada durante o pos-
operatorio mostrou que os procedimentos cirtrgicos foram bem planejados e executados sob
rigorosos critérios de assepsia. A uniformidade na conduta e nos cuidados pré, trans e pds-
operatdrios sdo indispensaveis para a conducdo de qualquer estudo visto que sem ela fatores
externos podem influenciar os resultados alterando os efeitos dos tratamentos.

No presente trabalho, os critérios definidos pela International Society for Cellular Therapy para
classificagdo de uma célula como CTM foram alcancados (Dominici et al. 2006; Dariolli et al.,
2013; Baer, 2014). Dentre eles destacam-se a morfologia das CTM em cultura com forma
alongada semelhante a fibroblasto e a capacidade de diferenciacdo dessas células em osteoblastos,
adipdcitos e condrdcitos. Outro fator que assegura o isolamento de CTM neste estudo € a alta
expressao dos marcadores CD54, CD73, CD90 e MHC I, mundialmente aceitos como marcadores
de células tronco mesenquimais e relatado em outros estudos semelhantes (Dominici et al. 2006,
Pountos et al., 2007, Schaffler e Buchler 2007, Lindner et al. 2010; Baer, 2014). A baixa expressao
dos marcadores de células hematopoiéticas CD45, CD34, CD11b/c e MHC Il observados nas
CTM reafirma o isolamento dessas células a partir de amostras de tecido adiposo.

Assim como o realizado no presente estudo, a quarta passagem é considerada o melhor momento
para a criopreservagdo das CTM, visto que as elas estdo em alta taxa de divisao celular e baixa
senescéncia (Dariolli et al., 2013; Zhu et al., 2013). A auséncia de variagdo significativa nas
expressdes dos marcadores de superficie, bem como a manutencdo dos potenciais de
diferenciagdo apo6s o descongelamento mostram que as CTM preservaram suas caracteristicas
fenotipicas e de diferenciacdo apds a criopreservacdo. Davies et al., (2014), Dariolli et al., (20013)
e Zhu et al. (2013) também observaram que o processo de criopreservacdo de CTM por até 12
meses ndo alterou a expressdo de marcadores de superficie das células nem a sua capacidade de
expansdo e diferencia¢do em cultivo.

O numero de células utilizadas na administracdo foi definido baseado em estudo prévio que
demonstrou CTM na medula espinhal apds a administracdo de 1x10° células por via endovenosa
(Shin et al., 2013). No presente estudo a reducédo da viabilidade das CTM apds a criopreservagdo
ndo alterou o ndmero de células viaveis administradas, uma vez que todas as amostras foram
avaliadas antes da aplicagéo e que o calculo do nimero de células a ser transplantadas baseou-se
no numero de células vidveis. Apesar da reducdo da viabilidade observada no presente estudo
houve maior conversdo de MTT nas CTM apés o descongelamento. Este evento sugere um
aumento na atividade mitocondrial dessas células ap6s o descongelamento, o que pode ser
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considerado um ponto positivo, pois células mais ativas podem exercer suas funcGes terapéuticas
de forma mais réapida e efetiva.

Um estudo recente mostrou aumento na expressdo de genes que favorecem a manutencéo celular
e a pluripoténcia ap6s o congelamento de CTM derivada de tecido adiposo, mesmo com
significativa reducdo de células viaveis apds criopreservagdo (Davies et al., 2014). Esses
pesquisadores acreditam que a criopreservacdo pode ter realizado um processo de selecdo
positiva, ou seja, as células que permaneceram viadveis apds descongelamento sdo mais resistentes
e funcionais. Acredita-se que esse mesmo processo pode ter ocorrido no presente estudo.

Considerando que ap6s a criopreservacdo as CTM mantiveram seu fenétipo, o potencial de
diferenciacgdo, a viabilidade e atividade mitocondrial, a utilizacdo de CTM de banco de células
congeladas € uma opc¢do viavel no tratamento do trauma de medula espinhal. Essa hipotese foi
confirmada, pois ativou células da microglia/macrofagos com fenétipo anti-inflamatorio e
aumentou a quantidade de neurénios integros a administragéo intravenosa dessas células reduziu
o infiltrado inflamatdrio. Além disso, as CTM diminuiram a degeneragdo da substancia branca e
a ativacdo de astrocitos. O tratamento com CTM criopreservadas estimulou a expresséo de IL-10,
reduziu 0 TNFa e TGF-f e aumentou a expressdo dos fatores neurotroficos GDNF e VEGF.

O aumento da expressao de IL-10 observado no grupo tratado com CTM pode ter ocorrido devido
a producdo desta citocina pelas CTM. Estudos in vitro mostraram que as CTM s&o capazes de
produzir 1L-10 (Nakano et al., 2010; Zhukareva et al., 2010). Portanto, apesar de ndo se ter
comprovado a producdo dessa citocina pelas CTM in vivo, essas podem ter sido as responsaveis
pelo aumento na expressdo relativa de IL-10 24 horas ap6s o trauma medular.

Diversas pesquisas avaliaram os efeitos benéficos da IL-10 no trauma de medula espinhal
experimental, seja por meio da sua administracdo direta, ou pelo uso de outras terapias que
induzem o aumento da sua concentracdo (Bethea et al., 1999; Brewer et al., 1999; Jackson et al.,
2005; Zhou et al., 2009). No trabalho de Bethea et al. (1999) comparou-se a administracdo de IL-
10 30 minutos ou trés dias apés a lesdo e somente a administracdo ap6s 30 minutos reduziu o
infiltrado inflamatdrio, a expressdo de TNFa, a ativagdo de astrocitos ¢ promoveu recuperagao
funcional. Brewer et al. (1999) também avaliaram a administracdo de IL-10 30 minutos apds
injuria de medula espinal, e mostraram que ela aumentou a sobrevivéncia de neurfnios
submetidos a excitotoxicidade. Além disso, Wirjatijasa et al. (2002) observaram que a 1L-10
inibiu a expressdo de moléculas de adesdo e ativou células da microglia com fen6tipo anti-
inflamatdrio. Nos estudos de Jackson et al. (2005) e Zhou et al. (2009) a administracao de virus
transfectados com IL-10 induziu o aumento na expressao dessa citocina 24 horas ap6s trauma.
Esse tratamento reduziu a expressdo de moléculas de adesdo, o infiltrado inflamatorio, a apoptose
de neurdnios e oligodendrocitos estimulando a recuperacdo da funcdo motora. Todas essas
pesquisas mostraram efeitos benéficos da IL-10 no trauma de medula espinhal mas os resultados
foram favoraveis apenas quando ocorreu aumento dessa citocina nas primeiras 24 horas aps lesdo
medular (Bethea et al., 1999; Brewer et al., 1999; Jackson et al., 2005; Zhou et al., 2009).

Portanto acredita-se que a IL-10 seja uma das responsaveis pela reducdo do infiltrado inflamatdrio
e da ativacdo de astrocitos, bem como pelo aumento da ativacdo de células da
microglia/magrofagos com fendtipo anti-inflamatdrio, da sobrevivéncia neuronal e da
recuperacao da funcdo motora.
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A redugdo na expressao de TNFa nos tempos de avaliacdo oito € 21 dias apds o trauma medular
no grupo tratado com CTM sugere que a reacao inflamatoria foi menos intensa nesse grupo. O
TNFa funciona como um indicador do processo inflamatorio e da ativacdo de células da
micréglia/macrdfagos e astrocitos (Bethea et al., 1999; Chen et al., 2014). Ele amplifica a resposta
inflamatdria, induz apoptose de neurbnios e de oligodendrécitos e provoca desmielinizacao,
eventos que contribuem para perda de tecido ap6s o trauma de medula espinhal (Lau e Yu, 2001,
Wang e Shuaib, 2002; Nakamura et al., 2003; Yune et al, 2013). Observou-se em estudos prévios
que existe um primeiro pico na expressiao de TNFa oito horas apds o trauma seguido pela sua
reducdo gradativa. No sétimo dia, ocorre um segundo pico de TNFa e suas concentragdes
permanecem altas até 14° dias ap06s o trauma medular. Esse segundo pico ocorre devido a sua
producdo por células da micréglia/macréfagos ativados presentes no local de lesdo (Wang et al.,
1996; Wang et al., 1997; Lau e Yu, 2001; Nakamura et al., 2003; Yune et al., 2003; Zhukareva et
al., 2010. al.; Nishimura et al., 2013; Chen et al., 2014). A diminui¢do na expressdo de TNFa,
observada no grupo CTM, oito dias apos trauma medular, pode ser explicada pela reducéo na
quantidade de células da micréglia/macréfagos ativados observada nesse mesmo grupo e tempo
de avaliacdo. J& a reducdo na expressdo de TNFa verificada aos 21 dias no grupo CTM, esta
provavelmente relacionada a diminuigdo na ativagdo de astrocitos, uma vez que nesse tempo de
avaliagdo ndo houve reducéo de células da microglia/macrofagos. Ressalta-se que a reducdo de
TNFa também pode ter diminuido a degeneracdo de substancia branca que foi menos intensa
nesse mesmo grupo e tempo de avaliagdo, pois o0 TNFa provoca desmielinizagdo (Wang e Shuaib,
2002; Yune et al, 2013).

Nakajima et al. (2012) e Hawryluk et al. (2012) também observaram reducéo na expresséo de
TNFa em animais submetidos a trauma de medula espinhal e tratados com células tronco.
Entretanto, esses autores ndo descreveram os mecanismos pelos quais as células tronco reduzem
a produ¢do de TNFa. No presente estudo, acredita-se que o aumento da IL-10 no grupo CTM
possa ter reduzido o infiltrado inflamatério e por consequéncia a produgdo de TNFa.

A auséncia de variagdo na expresséo da IL-1p apos o tratamento com CTM, no presente estudo,
pode ter sido observada porque grande parte da producéo dessa citocina é realizada por astrocitos
constituintes da BHE e néo pelo infiltrado inflamatério como ocorre com o TNFa (Ledeboer et
al. 2000; Lau e Yu et al., 2001). A ruptura da BHE induzida pelo trauma provavelmente estimulou
a producdo de IL-1B e as CTM ndo foram capazes de interferir nesse processo. Outro fator
interessante também descrito nos trabalhos Wirjatijasa et al. (2002) e Ledeboer et al. (2000) é que
a administracdo de I1L-10 ndo reduz a producéo de IL-1p apds trauma de medula espinhal.

O TGF-B ¢ um fator neurotréfico conhecido por sua acdo na reparacao de lesdes teciduais e sua
expressao aumenta nos primeiros dias ap6s o trauma medular (Nakamura et al., 2003; Spitzbarth
etal., 2011; Hawryluk et al, 2012). A reducéo na expressdo de TGF-f3 24 horas ap6s o trauma, N0
grupo CTM, indica que essas células reduziram a sua producéo. Acredita-se que a IL-10 seja uma
das responsaveis por esse efeito uma vez que ela realiza algumas agdes contrarias ao TGF-8
(Wirjatijasa et al., 2002) e que atingiu as maiores concentra¢fes nesse mesmo grupo e tempo de
avaliagdo. A IL-10 inibe as moléculas de adeséo e ativa células da micréglia/macréfagos com
fendtipo anti-inflamatorio, ja 0 TGF-f aumenta a expressao de moléculas de adesdo e ativa células
da micrdglia/macréfagos com fendtipo pro-inflamatério (Wirjatijasa et al., 2002). Dessa forma o
aumento na expressdo de TGF-B 24 horas apo6s trauma no grupo CP pode ter sido a causa do maior
infiltrado inflamat6rio observado nesse grupo, que foi constituido predominantemente por células
com formato ameboide e citoplasma denso, caracteristicas de macréfagos pro-inflamatorios.
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No tempo de avaliagdo 21 dias a menor expressao de TGF-f no grupo CTM pode ser atribuida a
reducdo de astrécitos ativados observada nesse grupo e tempo de avaliagdo, uma vez que 0s
astrécitos sdo os principais produtores dessa neurotrofina (Wirjatijasa et al., 2002; Kohta et al.,
2009). Além disso 0 TGF-B possui agdo autdcrina, induzindo a proliferagdo e ativagdo de
astrocitos que contribui para formar a cicatriz glial, a qual funciona como uma barreira fisica e
impede a regeneracdo dos axonios (Bethea e Dietrich, 2002; Wang e Shuaib, 2002). Baseado
nesses achados Kohta et al., (2009) realizaram um estudo em que o bloqueio da a¢cdo do TGF-
favoreceu a recuperacdo da funcdo motora apds o trauma de medula espinhal. De forma
semelhante, a redugdo na expressdo de TGF-f observada aos 21 dias, no grupo CTM, pode
também ter diminuido a formacéo da cicatriz glial e estimulado a recuperacdo da fungdo motora,
no presente estudo.

O aumento na producdo dos fatores neurotréficos BDNF, GDNF e VEGF tem sido apontado
como um dos principais mecanismos de acdo pelo qual o transplante de CTM promove bons
resultados no trauma de medula espinhal (Novikova et al., 1996; Dolbeare e Houle, 2003; Gu et
al., 2010; Nakano et al., 2010; Zhukareva et al., 2010; Hawryluk et al., 2012; Kinhan et al., 2013;
Zhouetal., 2013; Linetal., 2014; Mead et al., 2014), dai a importancia de se estudar esses fatores.

No presente estudo a baixa expressdo de BDNF observada nos animais submetidos ao trauma,
inclusive nos tratados com CTM, indica que essas células ndo foram capazes de produzir ou
estimular a sintese e liberacdo desse fator neurotréfico. Alguns estudos prévios também nao
obtiveram aumento de BDNF ap6s administragdo de CTM para tratamento do trauma de medula
espinhal (Caldeira, 2011; Hawryluk et al. 2012; Abdanipour et al., 2014; Mead et al., 2014),
enquanto outros obtiveram (Osaka et al., 2010; Kim et al., 2013; Silva, 2013; Zhou et al. 2013;
Kingham et al., 2014). Uma explicacdo para essa divergéncia pode ser o momento da
administracdo das CTM apds o trauma, pois as células modificam seu perfil de secre¢do de acordo
com os estimulos presentes no microambiente em que se encontram. Além disso, existem
variac@es na produgdo de neurotrofinas entre CTM provenientes de individuos e tecidos diferentes
(Zhukareva et al., 2010; Abdanipour et al., 2014; Mead et al., 2014).

Por outro lado, o0 aumento na expressdo de GDNF observado nos tempos de avaliagdo 72 horas e
oito dias, no grupo CTM, indica que essas células secretaram ou estimularam as células do
parénquima medular a produzirem GDNF. O aumento na expressdo dessa neurotrofina
provavelmente contribuiu para 0 maior numero de neurdnio integros, menor degeneracdo da
substancia branca e para recuperacéo da funcdo motora observados nesse mesmo grupo. Estudos
ja mostraram que o GDNF é capaz de aumentar a sobrevivéncia neuronal, reduzir a retracdo de
axonios seccionados, estimular o brotamento axonal bem como, de favorecer a recuperacao da
funcdo motora, ap6s o trauma medular (Dolbeare e Houle, 2003; Hawryluk et al. 2012; Zhang et
al., 2013; Abdanipour et al., 2014; Linn et al. 2014).

O VEGF é uma proteina conhecida por estimular a angiogénesese e aumentar a permeabilidade
vascular. A angiogénese exerce um papel importante no trauma de medula espinhal, pois ela reduz
a isquemia e fornece o suprimento sanguineo necessario para regeneracdo de axonios e
recuperacdo da funcéo motora (Figley et al., 2014; Li et al., 2014). Entretanto, o trauma medular
diminui a expresséo de VEGF. Portanto, terapias que aumentem a expressdo dessa neurotrofina
podem favorecer a recuperacdo funcional (Hawryluk et al. 2012; Li et al., 2014; Lin et al., 2014;
Mead et al., 2014). Porém, se por um lado o VEGF aumenta a perfusdo e favorece 0s processos
relacionados a reparacdo tecidual, do outro ele pode agravar a hemorragia, o edema e o infiltrado
inflamatdrio. Essas alteragdes sdo mais frequentes com o aumento de VEGF na fase aguda,
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guando ainda existe ruptura da BHE (An et al., 2010; Shinozaki et al., 2014). O aumento na
expressao de VEGF observado aos 21 dias apds trauma no grupo CTM sugere que essas células
produziram VEGF ou estimularam neur6nios, astrocitos ou células da microglia a fazé-lo.
Ressalta-se que o0 aumento do VEGF ocorreu apenas na fase crénica do trauma medular ou seja,
no periodo em que iniciam-se 0s processos de reparacdo tecidual. Resultados semelhantes foram
encontrados por Silva (2013) e Li et al. (2014), que apds a administracdo de células tronco,
obtiveram aumento na concentracdo de VEGF somente na fase crénica do trauma de medula
espinhal. No trabalho de Li et al. (2014) mostrou-se que esse aumento estimulou a angiogénese e
a recuperacao da funcdo motora.

Estudos recentes mostraram que o VEGF também possui acdo neuroprotetora e neurotréfica
direta. Ele aumenta a sobrevivéncia dos neurdnios e estimula o brotamento axonal (Figley et al.,
2014; Mead et al., 2014; Shinozaki et al., 2014). No presente estudo 0 aumento na expressao de
VEGF 21 dias ap6s o trauma medular no grupo gue recebeu CTM também foi associado a maior
quantidade de neurénios integros, menor degeneracdo da substéncia branca e a estimulo na
recuperacao da funcdo motora.

Inimeras séo as pesquisas que obtiveram recuperagdo funcional apés o tratamento do trauma de
medular com CTM, nelas foram encontrados alguns resultados que podem justificar tal
recuperacdo como: reducdo do infiltrado inflamatorio, da apoptose de neurbnios, aumento na
quantidade de tecido preservado e do brotamento axonal (Dasari et al. 2007; Ide et al., 2010;
Osaka et al., 2010; Caldeira, 2011; Carvalho, 2011; Nakajima et al., 2012; Kim et al., 2013; Shin
e tal., 2013; Zhou et al.,2013; Zhang & He, 2014). Entretanto, os mecanismos de acdo das CTM
para promover esses resultados ndo foram completamente elucidados.

No presente estudo, a recuperagdo funcional observada nos animais do grupo CTM foi associada
a reducdo do infiltrado inflamatorio oito dias apds o trauma de medula espinhal. Acredita-se que
0 aumento de IL-10 no tempo de avaliacdo 24 horas diminuiu a permeabilidade vascular, a
expressdo de moléculas de adesdo, o que resultou em menor infiltrado inflamatorio. Além disso,
nesse mesmo tempo de avaliacdo, houve menor expressdo de TGF que é uma neurotrofina que
favorece o infiltrado inflamatério.

Outro fator que pode ter contribuido para a recuperagdo funcional dos animais tratados com CTM,
no presente estudo, foi a predominancia de células da micréglia/macréfagos ativados com
morfologia caracteristica de células anti-inflamatéria. Estas células apresentam formato
arredondado, com citoplasma volumoso, repleto de debris de mielina, sugerindo alta atividade
fagocitaria (Nakajima et al., 2012; Wirjatijasa et., 2012; Ishii et al., 2013). O aumento da IL-10 e
a redugdo do TGF-B, observados no grupo CTM, podem ter sido os fatores responsaveis pela
maior ativacdo de células da microglia/macr6fagos com caracteristicas anti-inflamatorias.
Estudos prévios ja mostraram que a IL-10 ativa células da microglia/macréfagos com fendtipo
anti-inflamatério (Ishii et al., 2013) e 0 TGF-f com fenotipo pro-inflamatério (Wirjatijasa et.,
2012).

A reducdo na ativacdo de astrocitos observada aos oito e 21dias, no grupo CTM, também pode
ter contribuido para recuperagdo funcional, pois a cicatriz glial funciona como uma barreira
mecéanica para a regeneracdo axonal. Acredita-se que a diminui¢do na ativacao de astrocitos esteja
relacionada a reducdo na expressao de TGF-p, no grupo tratado com CTM.
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A reducdo na marcacdo de neurdnios pelo anticorpo anti-NeuN oito dias apds o trauma, no grupo
CTM, pode néo estar associada a morte neuronal, pois essas células mostraram caracteristicas de
neurdnios integros na avaliacdo histopatolégica. Acredita-se gque isso tenha ocorrido devido a
alguma alteragdo metabolica que reduziu a expressao de NeuN, mas ndo resultou na morte desses
neurdnios. Outro fator que corrobora com essa hipétese é a maior a marcagdo de neurénios pelo
anticorpo anti-NeuN, observado aos 21dias no grupo tratado com CTM. Unal-Cevik et al. (2004)
obtiveram resultado semelhante ao estudar o efeito da isquemia em neurdnios de encéfalo. Esses
pesquisadores observaram redugéo na expressdo de NeuN sem ocorréncia de morte neuronal.

No presente estudo a maior marcacdo de neurdnios pelo anticorpo anti-NeuN observada aos 21
dias ap0s o trauma pode ter ocorrido devido a menor expressido de TNFa e a0 aumento de VEGF,
observados nesse mesmo grupo e tempo de avaliagdo. O TNFa é capaz de induz a morte neuronal
por apoptose (Yune et al., 2003), portanto a sua reducdo contribui para a sobrevivéncia de
neurdnios apos o trauma. O VEGF possui efeito neuroprotetor favorecendo a sobrevivéncia de
neurdnios submetidos a isquemia (Shinozaki et al., 2014), logo ele também pode ter sido
responsavel pela maior sobrevivéncia de neurdnios aos 21 dias ap6s o trauma medular, no grupo
CTM.

A menor intensidade na degeneracéao da substancia branca observada no grupo CTM, 21 dias apos
trauma de medula espinhal, pode ter ocorrido devido a uma série de fatores. A redugdo do
infiltrado inflamatdrio observada no grupo CTM pode ter diminuido a liberacdo de moléculas
citotoxicas como proteases, 6xido nitrico e espécimes reativos derivados do oxigénio, diminuindo
0s danos a substancia branca. Além disso, houve menor expressdao de TNFa, uma citocina
causadora de desmielinizacdo (Wang e Shuaib, 2002). Outro fator foi a maior expressdo de
GDNF, neurotrofina capaz de reduzir a retragdo de axonios seccionados e estimular o brotamento
axonal (Dolbeare e Houle, 2003).

8. CONCLUSAO

Nas condic¢des deste experimento pode-se afirmar que:

A aplicacdo de CTM aldgenas derivadas de tecido adiposo criopreservadas, trés horas apds trauma
de medula espinhal, promoveu efeito imunomodulatério e neuroprotetor em ratos com trauma de
medula espinhal;

A aplicacdo de CTM aldgenas derivadas de tecido adiposo criopreservadas, trés horas apds trauma
de medula espinhal estimulou a expressdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 e dos fatores
neurotréficos GDNF e VEGF, em ratos com trauma de medula espinhal;

A aplicacdo de CTM aldgenas derivadas de tecido adiposo criopreservadas, trés horas apds trauma

de medula espinhal reduziu a expressao da citocina pré-inflamatéria TNFo, e do fator neurotréfico
TGF-B, em ratos com trauma de medula espinhal.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que as CTM criopreservadas sdo uma
alternativa promissora para o tratamento do trauma de medula espinhal. No presente estudo nado
foi possivel esclarecer qual a forma de agdo das CTM no trauma de medula espinhal. Uma
pergunta que ainda precisa ser respondida é se apds serem administradas as CTM produzem IL-
10, GDNF e VEGF ou se elas estimulam a producdo dessas moléculas por outras células
constituintes do parénquima medular
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAC ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICALDD

Cartificamos gue o Protocolo CEUA n® #1/2012, relatvo 20 projeto intiulado
“Ffoitos pardcrine e imunomoduiatorpe do transpiante alogénico de
celirlas-troirce  messnguimars de medola dssea no tratamentoc da fesio
espinhal®, gue tem como responsavel(is] Eliane Goncalves de Melo, estalso] de
acordo com o5 Principios Eticos da Experimentacan Animal, adotados pelo Comirs
de Etica enr Experimentacac Amimal (CETEA/UFMG), tende sido aproveda na
reuniso de 1104201 2.

Este certificado expira-se em 11/04/ 2017,
CERTIFICATE

Wa hereby certify that the Protocol CEUA n? 4172012, related tx the project
entided “Paracnine and dmmuneredulatory effects of affegeneic
mesancirypsral stem calls from bone marrow in the treatment of acute
spirrad fngury i rabs", under the supenvisions of Eliane Gomcalves de Melo, & in
agresment with the Ethical Prindiples in Animal Experimentstion, adopied by the
Ethics Committee in Animal Experinrentation (CETEAJ/UFMG), and was
approved in April 11, 2012,

This cerificate expires in April 11, 2017.

Belo Horizonite, e de Abril de 2012,

Lo
Profi, Jacqueline Isaura Alvarez-Leite

Coordenadora do CETEA] UFMIG
|

Universldads Federal de Minas Gemals

Awerdds Ardbnlo Sadoc. ST — Eampoc Pampabo
Umidisds Adein kofrattea 1| — 20 &ndar, Eala 3006

70621 - Ewio Horloomie, MO - Smasll
Tz fmne: 1511 24984518
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