S
UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL - UFRGS
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE - ICBS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS:

NEUROCIENCIAS

O USO DE CELULAS-TRONCO ADULTAS HUMANAS NA
RECUPERACAO FUNCIONAL DA LESAO MEDULAR TRAUMATICA EM RATAS
WISTAR

Luciano Palmeiro Rodrigues

Porto Alegre
2011



$
UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL - UFRGS
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE - ICBS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS:

NEUROCIENCIAS

O USO DE CELULAS-TRONCO ADULTAS HUMANAS NA RECUPERACAO
FUNCIONAL DA LESAO MEDULAR TRAUMATICA EM RATAS WISTAR

Luciano Palmeiro Rodrigues

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alexandre Netto

Co-Orientadora: Profa. Dra. Patricia Pranke

Tese de doutorado apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em
Neurociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul como requisito parcial

para obtencao do titulo de doutor em Neurociéncias

Porto Alegre
2011



"As coisas importantes levam tempo, e sdo alcancadas pelo
coletivo, ndo individualmente”.

H.J. Brunnier



Para as minhas filhas Manoella e Mariana - meus amores para sempre.



AGRADECIMENTOS

Ao meu professor Dr. Carlos Alexandre Netto de quem tenho orgulho,
admiracdo e respeito. Agradeco a oportunidade de ter sido seu aluno e, pela
atencéao, carinho e disponibilidade sempre comigo.

A professora Dra. Patricia Pranke, pela co-orientagdo e por ter me
oportunizado trabalhar com as células-tronco.

A professora Dra. Matilde Achaval pela sempre valiosa ajuda e
disponibilidade.

Ao Programa de Pdés-Graduacdo em Neurociéncias pela oportunidade de
estudo.

Aos professores do PPG em Neurociéncias, por serem exemplos de
neurocientistas.

Aos colegas do laboratorio do Prof. Alex, em especial a Aline Pagnussat,
Lauren Valentim, Nice Artemi, Eduardo Farias, Fabricio Nicola e Alessandro Witczak
pelas ajudas valiosas. A todos os outros colegas agradeco pelo convivio.

Aos colegas do laboratorio da Profa. Patricia Pranke pelo auxilio na
preparacao das células.

Aos professores Dr. Gerson Chadi e Dra. Rosalia Mendez-Otero pela
acolhida e ensinamentos em seus laboratérios.

Aos meus pais, Manoel e Naira, meus exemplos de vida, pelo amor e carinho
com que me educaram.

A minha irma Nana, pelo carinho e torcida de sempre.

As minhas filhas Manoella e Mariana por me fazerem mais feliz.

Ao Pedro, pela parceria nestes ultimos anos do doutorado.

A Universidade Luterana do Brasil onde iniciei minha trajetéria docente e aos
colegas do Curso de Fisioterapia pelo apoio.

A UFRGS e ao CNPq por viabilizarem este doutorado.



SUMARIO
APRESENTACAD. ...ttt en et en ettt n et Vil
LISTADE FIGURAS . ...ttt e et e e e e e e e e e e e e e eaeaans IX
LISTADE ABREVIATURAS . ...ttt e s Xl
e 1 11 [ PP XIV
AB ST R A C T ettt e e e e e e e a e aaaaaaan XVI
1. INTRODUGAO. ...ttt ettt ettt en e en e 1
1.1 Fisiopatologia da 1es@o medular................oooooiiiiiiiiiiiie e 3
1.2 Tratamento da LeSE0 MedUIAr............oooiiiiiiiiiiiiieee e 10
1.3 Terapias Celulares na lesdo medular...............ccccccvvviriiiiiiiiiiiieiie e 14
1.4 Células-tronco € 1eSA0 MedUIA...........ccoeiiiiiiiiiiie e 15
1.5 Diferentes tipos de Celulas-trONCO..........ccuuuieieeeiiiiiiiiiie e 18
1.6 JUSHIFICALIVA. .....cee ittt e e e e e e s 27
1.7 HIPOIESES. ..ccieeeiieie ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 28
2. OBUIETIVOS. ... ittt e e e e s bbbt e e e s nbe b e e e as 29
2.1 ODBJEtIVO GEIal......cceeeeee e 29
2.2 ObjetivoSs ESPECITICOS......uuuiiiiiieiiiiiiii et 29
3. MATERIAIS E METODOS........coooiitiieteeeeteeeeteeee ettt en st en et 30
S ANIIMAUS . .tteteee ettt e e e e e e e e e e aa e e as 30
3.2 Lesao medular traumatiCa...........cocvvvieieeei it esiieiee e e siieneeee e 30
3.3 Implante de células-tronco na lesé@o raqui-medular.............cccccceeeeeenennnns 33
3.3.1 Obtencdo das CElUlaS-trONCO..........uuuveiiiiiiieieeeeeeee e 35

3.3.2 Obtencéo das células-tronco mesenquimais a partir dos vasos do

cordao umbilical humano...........cccceeiiiiiiiiii e 36

3.4 Avaliagao FUNCIONAL.........cocoiiiiiiiiiii e 38
3.5 Desenho EXperimental..........cccccvveiiieiiei i 41
3.5.1.1 EXPEriMENTO L..ccceeeieii ettt e e e e e e e e e e e e e e 42
3.5.1.2 EXPEerimentO Hl........ccooiiiiiiiiitte e e e e e e e e e 42

3.6 ANAliSe MOIfOIOQICA. ... .eviiee it 43
3.7 ANAlISE EStALISHICA. . .uevieeiiiiiiiiiiee e 47

4. RESULTADOS..... . 49



VIl

4.1 Resultados Comportamentais — Avaliacao Funcional............................. 49
4.1.1 Experimento | - Aplicacdo de células mononucleares de sangue

de corddo umbilical humano (CMN)..........uuuviiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 49
4.1.2 Experimento Il - Aplicacdo de células-tronco mesenquimais de

veia de parede de corddao umbilical humano (CTM).......cccoeevveeeeeeeennn. 53

4.2 Resultados Histologicos — Analise HistoldgiCa............oovvvvveveeeeieiiiiiinennnn. 56
4.2.1 Aplicacdo de células mononucleares de sangue de cordao
umbilical humano (CMN) — administracéo local e cisterna magna..... 56
4.2.2 Aplicacdo de células-tronco mesenquimais dos vasos da parede

do corddo umbilical humano (CTM) — administracdo local e na cisterna

(=10 | T TP UPPPPR 58

4.3 Resultados da ImunoflUOreSCENCIA. ..........ccoviiiiiiiiieiiiiieee e 60

5. DISCUSSAOD. .....uitiriieiieseeeieieie et eses et se s st es s eee s ee e see s e s s s nnens 68
5.1 Tempo, local de administracdo e quantidade de células.......................... 68
5.2 TIPO CRIUIAT. ...t 71

5.3 Mecanismos de acao das CElUlaS-trONCO...........ceeevveiiiiiiiiiiiiiiiiee e 75

B. CONCLUSOES......ooiiiiiieieeieie ittt ettt 80
7. PERSPECTIVAS . ...ttt ettt e et e e et e e e anbae e e s aneees 82
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..... .ottt 83

ANEXOS . e 99



APRESENTACAO

Esta tese estad organizada em capitulos: Introducdo, Objetivos, Materiais e
métodos, Resultados, Discussdo, Conclusbes, Perspectivas, Referéncias
bibliograficas e o Anexo com o artigo publicado no Brazilian Journal of Medical and
Biological Research.

A Introducéo apresenta o referencial deste estudo e a revisdo dos principais
estudos realizados até o momento com Terapia Celular para o tratamento da lesdo
medular experimental. Os Objetivos estéo divididos em: Objetivo Geral e Objetivos
Especificos. Nos Materiais e métodos estdo descritos 0s experimentos realizados,
as técnicas e analises utilizadas para a coleta dos dados, assim com a analise
estatistica para a interpretacdo dos achados.

O capitulo Resultados esta apresentado de acordo com as analises
realizadas durante os experimentos ao longo deste estudo: analise funcional,
analise histologica e analise de imunofluorescéncia.

A Discusséo apresenta a interpretacdo dos resultados obtidos nos diferentes
experimentos do estudo, estabelecendo uma relacdo entre estes resultados e o0s
resultados obtidos anteriormente na literatura. Nos capitulos Conclusbes e
Perspectivas estdo as conclusbes gerais da tese e os futuros trabalhos a serem
realizados a partir das conclusdes obtidas nesta tese.

Nas Referéncias Bibliogréficas estdo listadas as referéncias citadas na
Introducéo e na Discusséo.

Nos Anexos esta o0 artigo publicado no Brazilian Journal of Medical and

Biological Research.
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RESUMO

A lesdo medular traumatica € uma patologia incapacitante, ainda sem
tratamento eficaz. As terapias celulares representam uma nova estratégia para o
tratamento destas lesdes. As células-tronco adultas sdo fontes potenciais para o
transplante celular com o objetivo de minimizar a lesdo e promover a recuperacao
de tecidos lesados, como a medula espinhal.

O objetivo desta tese foi avaliar a eficacia do transplante de células-tronco
adultas na recuperacdo funcional e regeneracdo da lesdo medular traumética em
modelo experimental de lesdo medular contusa em ratas fémeas Wistar. Os
principais objetivos foram: a) comparar os efeitos do transplante da fracao
mononuclear de sangue de corddao umbilical humano e de células-tronco
mesenquimais dos vasos da parede do corddo umbilical humano; b) determinar a
janela terapéutica deste tipo de intervengdo, comparando os implantes de células-
tronco realizados 1 hora, 24 horas e 9 dias apos a leséo; c) demonstrar a possivel
diferenciacéo das células-tronco implantadas, bem como sua integracdo no tecido
lesado.

Os resultados obtidos demonstraram que o transplante de células foi mais
eficaz para a recuperacao funcional da lesdo medular em ratas Wistar quando
realizado pela via de administracdo local 1h apos a lesdo, quando comparado com
a administracdo na cisterna magna e a aplicacao 9 dias a lesdo. O tratamento com
a fracdo de células mononucleares ou com as células-tronco mesenquimais do
sangue do corddo umbilical 24h apds a lesdo, ndo apresentou resultado funcional
significativo.

Observou-se a neuroprotecdo do tecido medular quando foi realizado o
transplante de células-tronco mesenquimais 1h apds a lesdo medular. As células
humanas transplantadas migraram e sobreviveram no local da lesdo quando
administradas na cisterna magna ou quando administradas diretamente no local da
leséo, porém nao se diferenciaram em células gliais ou neurdnios.

Concluimos que o transplante de células-tronco adultas promoveu a
recuperacdo funcional apdés a lesdo medular contusa, principalmente quando
realizado 1h apds a lesédo diretamente no local da lesdo. Apesar das células
transplantadas sobreviverem na area da lesédo, nao foi evidenciada diferenciacéo

celular.
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ABSTRACT

Spinal cord injury is a debilitating disease and yet no effective treatment is
available. In this framework cell therapy represents a new strategy to treat this
condition. Adult stem cells are potential sources for cell transplantation in order
to minimize injury and promote the recovery of damaged tissues, such as the spinal
cord.

The purpose of this Thesis was to evaluate the action of adult stem
cells in the regeneration and functional recovery of spinal cord injury in
experimental contusion spinal cord injury in female Wistar rats. Main goals were: a)
to compare the effects of transplantation of the mononuclear cells of human
umbilical cord blood and mesenchymal stem cells of the vessel wall of human
umbilical cord; b) to determine the therapeutic window of this type of intervention,
comparing the stem cell implants performed 1 hour, 24 hours and 9 days after injury;
c) to demonstrate the possible differentiation of cells implanted, as well as their
integration into the damaged tissue.

Results reported demonstrate that the transplantation of stem cells was more
effective for functional recovery of spinal cord injury when performed into the site of
the lesion 1 h after injury, as compared with administration in the cisterna magna 9
days after injury. Treatment with mononuclear cells and mesenchymal cells from
umbilical cord blood 24 hours after injury, not showed functional outcome.

Neuroprotection was observed when mesenchymal stem cells were
transplanted 1 hour after spinal cord injury. The transplanted human cells
survived and migrated to the site of injury either when administered in the cisterna
magna or directly onto the injury site, but did not differentiated into glial cells or
neurons.

It is suggested that the transplantation of adult stem cells promotes functional
recovery after spinal cord injury when performed 1 hour after injury directly at the

injury site, however differentiation of transplanted cells was not detected.

Key words: spinal cord injury; cell therapy, functional recovery, mesenchymal stem
cells, mononuclear cells, human umbilical cord, NYU Impactor



1. INTRODUCAO

As lesdes medulares sao insultos neurolégicos causadas por eventos
traumaticos que acometem anualmente milhares de individuos de todas as faixas
etarias, com elevadas taxas de mortalidade e morbidade crénica (GONDIM, 1998;
SUMIDA et al., 2001). De acordo com o National Spinal Cord Injury Database
(NSCID) em 2010, a lesdo medular é definida como a ocorréncia de uma leséo
traumatica aguda de elementos neurais do canal medular (medula e cauda equina),
resultando em uma deficiéncia motora e/ou sensorial, temporaria ou permanente.
Essa definicdo clinica de lesdo medular, para o NSCID, exclui as doencas do disco
intervertebral, as lesGes vertebrais na auséncia de lesdo medular, as avulsdes de
raizes nervosas, as lesdes de nervos periféricos e de raizes nervosas fora do canal
medular, o cancer, as doencas vasculares da medula espinhal e outras doencas
medulares ndo traumaticas.

A lesdo medular ocorre em cerca de 15% a 20% das fraturas da coluna
vertebral (RABEH; CALIRI, 2010). Na Europa, a incidéncia anual de novos casos da
lesdo medular traumatica € de 10 a 30 novos casos por milhdo de habitantes. Nos
Estados Unidos, a incidéncia varia de 27 a 83, dos quais mais de 80 % s&o homens,
em uma proporcdo de 3,8 homens para 1 mulher (McDONALD et al.,, 2003;
WYNDAELE; WYNDAELE, 2006). No Brasil, a estimativa é de 40 novos casos por
milhdo de habitantes por ano (RABEH; CALIRI, 2010). Nos Estados Unidos, Europa
e Japédo este tipo de lesdo acomete aproximadamente 30.000 individuos por ano,
sendo um problema crbnico que atinge aproximadamente 500.000 pacientes
(DABNEY et al., 2004). Estima-se que mais do que 130.000 individuos sofram de
lesdo medular a cada ano no mundo (SOBANI; QUADRI; ENAM, 2010).

As principais causas do trauma medular sdo os acidentes automotivos,
esportes e atividades recreativas, acidentes relacionados com o trabalho e quedas.
A maioria das vitimas é jovem, saudavel e sofrera de uma incapacidade para toda a
vida, pois ndo existe tratamento universalmente aceito para essa condi¢ao
patolégica (SAKANAKA et al., 2006).

A média de idade dos individuos com lesdo medular traumatica é de 37,6 anos,
sendo a etiologia mais frequente o acidente automobilistico em 50,4% dos casos.

As quedas (23,8% dos casos), a violéncia (11,2% dos casos) e acidentes durante a



pratica de esportes (9% dos casos) também estdo entre as causas mais comuns
(HO et al., 2007). A maior incidéncia de lesdo medular esta entre os adultos jovens,
vitimas de lesé@o traumatica por acidente de transito (VAN DER BERG et al., 2011).

Antes da Il Guerra Mundial, 80% de todos os lesados medulares morriam em
poucos anos. Atualmente, com 0s avangos na assisténcia a saude e no atendimento
as vitimas de traumas, a taxa de mortalidade tem diminuido e 80% dos individuos
lesados sobrevivem, porém com sequlelas apdés dez anos de lesdo (NOGUEIRA;
CALIRI; SANTOS, 2002). A expectativa de vida dos pacientes com lesdao medular
continua aumentando. A média de tempo de sobrevida tem sido de 38 anos apoés a
lesdo, com 43% dos pacientes sobrevivendo por pelo menos 40 anos (WYNDAELE;
WYNDAELE, 2006).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a
partir do censo demografico de 2000 ha no Brasil cerca de 200.000 paraplégicos e
50.000 tetraplégicos em uma populacdo de aproximadamente 170.000.000
pessoas. Na cidade de Sao Paulo, em estudos conduzidos com individuos que
sofreram lesdo medular, verificou-se que mais de 70% desses eram homens, com
idade entre 30 e 40 anos. Aproximadamente 52% dos pacientes apresentaram
lesdo na regido toracica, sendo 78% resultantes de lesdes traumaticas (RIBERTO et
al., 2005; ANDERLE et al., 2010).

A leséo traumatica da medula espinhal resulta em perda de tecido, incluindo os
tratos de fibras mielinizadas que conduzem informagcdo motora e sensorial (vias
descendentes e vias ascendentes) (BRACKEN et al., 1990). A lesdo geralmente
resulta em perda permanente da funcdo motora e sensorial por apresentar
mielinizacdo anormal, associada a reducdo ou bloqueio da conducdo axonal
(WRATHALL et al., 1998). Esse fato é devido a capacidade limitada de regeneragéo
dos neurbnios adultos do Sistema Nervoso Central (SNC) (TOBIAS et al., 2003).
Para Teng e colegas (2002) e Sobani; Quadri; Enam (2010), déficits sensoriais e
motores apos a lesdo medular sdo causados por lesédo aguda dos axénios, extensa
perda de neurdnios e glia, desmielinizacao e pelo processo cicatricial.

Além dos déficits sensitivos e motores, alteragBes viscerais e troficas
relacionadas com o nivel da lesédo (local da lesdo na medula) e o tipo da lesdo
(ruptura parcial/ incompleta ou total/ completa da medula) deixam os individuos em

condicdo de paraplegia (auséncia de forca em membros inferiores), paraparesia



(diminuicdo de forca em membros inferiores), tetraplegia (auséncia de forca em
membros superiores, inferiores e tronco) ou tetraparesia (diminuicdo de forca em
membros superiores, inferiores e tronco). Essas condigcfes exigem tratamento
sintomatico de elevado custo econdmico, social e familiar (DERRY, 1998;
ROWLAND, 2002).

Segundo Ho e colegas (2007), 34,5% das pessoas com lesdo medular
apresentam uma tetraplegia incompleta, seguido de paraplegia completa (23,1%),
tetraplegia completa (18,4%) e paraplegia incompleta (17,5%). Cinquenta por cento
das lesbes medulares sao classificadas como completas (WYNDAELE;
WYNDAELE, 2006). Para Van den Berg e colegas (2011), a maioria das lesdes
localiza-se no nivel cervical ou toracico e, freqiientemente, sdo classificadas como A
na graduacdo da American Spinal Injury Association (ASIA), ou seja, leséo
completa, sem funcédo motora ou sensorial abaixo do nivel da leséo.

A extensao da lesdo medular decorrente de um trauma causa interrupcéo da
funcdo medular em graus variaveis e dependem da gravidade da leséo
(ROWLAND, 2002). Os danos na medula espinhal podem resultar de trauma em
84% dos casos (STOKES, 2000). A lesdao medular traumatica humana envolve uma
combinacdo de forcas contusas e tensas agindo na coluna vertebral e medula
(DABNEY et al., 2004). A compressao e a contusao direta na medula espinhal levam
a uma lesdo primaria em conseqiiéncia do deslocamento 6sseo ou do disco para
dentro do canal medular. Com isso, as ceélulas nervosas falham em restaurar a
funcdo neural normal e progridem para o choque medular, que representa uma
faléncia geral dos circuitos medulares (SEKHON; FEHLINGS, 2001).

1.1 Fisiopatologia da lesdo medular
A literatura especializada apresenta evidéncias de que mecanismos
inflamatorios participam dos fenbmenos de degeneracdo secundaria em doencas
agudas e cronicas do SNC (BLIGHT, 1985; PERRY et al.,, 1998; WYSS-CORAY,
2002; GOMES-LEAL, 2004).
A medula espinhal possui substancia cinzenta, contendo principalmente
corpos celulares de neurdnios e de células gliais, e substancia branca, que também
contém corpos celulares de alguns grupos neuronais e de células gliais, mas &

principalmente formada por tratos de axénios mielinizados. Ambas as substancias



sdo lesadas durante as doencas neurodegenerativas agudas, tais como o trauma
medular. A lesdo dos tratos axonais presentes na substancia branca do SNC é uma
das principais causas dos déficits funcionais subjacentes a estas doencas, e o
desenvolvimento da lesdo depende da localizacdo destes tratos axonais acometidos
(DE KEYSER et al., 1999; DEWAR; YAM; MCCULLOCH, 1999; COLEMAN; PERRY,
2002; MEDANA,; ESIRI, 2003).

A lesdo da substancia branca apds o trauma nos tratos da medula espinhal e
na capsula interna pode gerar déficits funcionais mais significativos que a lesdo de
substancia cinzenta (DEWAR; YAM; MCCULLOCH, 1999; MCDONALD;
SADOWSKY, 2002; STYS, 1998). A lesdo axonal € um fator importante para a
exacerbacdo dos déficits funcionais, principalmente por bloqueio total ou disfungdes
no padrdo de conducdo do potencial de acao (STYS, 1998). De acordo com
McDonald; Howard (2002), a lesdo axonal é um fenbmeno freqiente em doencas
neurodegenerativas agudas e crbnicas, tais como o0 acidente vascular cerebral
(AVC), bem como o trauma cerebral e da medula espinhal.

Quando axonios no SNC séao lesados, eles apresentam uma pobre reposta de
regeneracdo devido a combinacdo de inflamagdo que resulta em extensa morte
celular neuronal e glial, de ativacdo glial e de hipertrofia que contribuem para a
formacao da cicatriz glial. Essas respostas intrinsecas ao tecido lesado contribuem
para um ambiente que é inibitério para o brotamento axonal (RAMER; HARPER,
BRADBURY, 2000).

A sequéncia temporal da lesdo medular € dividida em trés estagios: o agudo
(segundos a minutos apos a lesdo), subagudo (minutos a semanas apos a leséo) e
cronico (meses a anos apos a lesdo medular) (HYUN; KIM, 2010).

O mecanismo de lesdo medular traumatica aguda geralmente consiste de
compresséo, laceracdo e forcas de cisalhamento. Os fragmentos ésseos, material
do disco, e as estruturas ligamentares afetam os vasos sanguineos, 0s axo6nios,
neurdnios, oligodendrécitos no local da lesdo e nos tratos espinhais em varios
niveis. Depois do trauma inicial, cronologicamente a medula espinhal sofre
alteracbes patologicas. Dentro de minutos, a hemorragia, a perda da
microcirculacdo e o vasoespasmo ocorrem dentro da medula, resultando em uma
lesdo concéntrica em expansdo. Na lesdo medular traumatica, a maior parte da

injuria ao neurdnio e glia esta completa dentro de 24 horas apés a lesdo. No



entanto, a morte celular de oligodendrocitos ocorre por varias semanas
degenerando os tratos de substancia branca (McDONALD; HOWARD, 2002)
(Figura 1).

WM 3 dias

1dia

G 8 horas

4 horas
5 minutos

Figura 1- Seccao longitudinal do local da lesdo da medula espinhal de um rato com lesdo moderada por
contusdo. O desenho mostra o tamanho da lesdo 5 minutos, 4 horas, 8 horas, 1 dia e 3 dias ap6s a lesdo. WM —

substéncia branca; GM — substancia cinzenta. Adaptado de Becker e colegas. (2003).

A lesdo medular resulta em inflamacdo, necrose hemorragica progressiva,
edema, desmielinizacdo e destruicdo celular. No estagio inicial da lesdo medular
traumatica, 0s vasos sanguineos e 0s axdnios do local sdo rompidos e a
microcirculacdo é comprometida. Devido a morte do tecido, um cisto cheio de
liquido pode se formar dentro de alguns dias. Dentro deste cisto h4 um elevado
numero de macrofagos como resposta do tecido ao processo inflamatoério. Assim, os
neurbnios na substancia cinzenta préximos ao local da lesédo e os oligodendrocitos
na substancia branca morrem (BECKER et al.,, 2003). Apés a lesdo medular
contusa, 50% dos oligodendrdcitos na substancia branca residual morrem nas
primeiras 24 horas e a proliferacdo de células expressando o proteoglicano
sulfatado de condroitina (NG2) € maxima 3 dias apés esta lesdo (LYTLE; VICINI,
WRATHALL, 2006).

Essa morte prolongada de oligodendrocitos resulta em axénios com

desmielinizacdo e com blogueio da conducdo. A axonopatia leva a perda das



conexdes funcionais (desnervacdo) e retracdo dos axbnios proximais. A formacao
de uma cicatriz glial ao redor da lesédo, caracterizada pelo elevado nimero de
astrocitos, dificulta os mecanismos de reparacdo. Essa resposta astrocitaria inicia
imediatamente apos a lesdo e mantém-se ao longo do tempo. A cicatriz glial
constitui uma barreira fisica € um ambiente inibitorio para a regeneracdo axonal e a
remielinizacdo (BECKER et al., 2003; COUTTS; KEIRSTEAD, 2008) (Figura 2).

Figura 2- Cisto formado em uma medula espinhal de ratos de 3 semanas apos de uma lesdo contusa (A),
mostrando a presenca de macréfagos (D). A cicatriz glial é caracterizada principalmente pelo elevado nimero de
astrdcitos que expressam GFAP (B). Em torno da cicatriz ocorre proliferagdo de células progenitoras neurais
expressando nestina (F). Os neurdnios motores (C) estdo presentes na substancia cinzenta adjacente ao local
da lesé@o e oligodendrécitos na substancia branca (G). Ocorre a tentativa de remielinizacéo e reparo neuronal

em um ambiente altamente agressivo (E). Adaptado de Becker e colegas. (2003)



A desmielinizacdo € um importante fator que contribui para a incapacidade, a
qual ocorre ap6és a lesdo medular devido ao fato do axdnio, que permanece
anatomicamente intacto, estar fisiologicamente néo funcional devido ao bloqueio da
conducdo no nivel da lesdo. A perda de um unico oligodendrdcito pode causar
disfuncdo em muitos axénios. Estudos em modelos animais sugerem que a
desmielinizacdo contribui para a disfuncdo neurolégica apdés a lesdo medular
(McDONALD; HOWARD, 2002).

O mecanismo da lesdo medular traumatica aguda consiste geralmente de
compressao. Fragmentos de osso, do disco intervertebral e dos ligamentos afetam
0S vasos sanguineos, ax6nios, neurbnios e oligodendrocitos no local da lesao.
Dentro de minutos, ocorrem hemorragia, perda da microcirculagdo e vasoespasmo
na medula espinhal. Os déficits neurolégicos causados pela lesdo medular
envolvem dois mecanismos basicos. O primeiro, consiste no mecanismo inicial da
lesdo o qual é causado pelo trauma e envolve a morte celular. Esse fenbmeno pode
se estender por horas ou dias, sendo que a maior parte da lesdo neuronal esta
completa em 24h. O segundo consiste na lesédo endégena secundaria, resultante da
lesdo inicial aguda. Essa lesdo envolve mudancas bioquimicas complexas
derivadas do edema, inflamacé&o, isquemia, metabolismo de calcio e peroxidacao
lipidica (TATOR; FEHLINGS, 1991).

A leséo primaria da medula leva a um processo degenerativo secundario que
exacerba a lesdo medular (HYUN; KIM, 2010). Os insultos ocorridos em resposta a
lesdo primaria compdem a lesdo secundaria, a qual da origem a lesdo
microvascular, excitotoxidade glutamatérgica, estresse oxidativo, inflamacdo e
isquemia (SOBANI; QUADRI; ENAM, 2010).

O declinio progressivo do fluxo sanguineo na medula lesada exacerba o
tamanho da lesao tecidual (CAO; FENG, 2009). Esta isquemia apds a lesdo aguda
estende-se ao redor da substancia branca, levando a necrose adicional do neur6nio
e do axonio (TATOR; KOYANAGI, 1997). O déficit funcional apos a lesdo medular &
principalmente devido & lesdo na substancia branca (URDZIKOVA et al., 2006). A
andlise da lesdo medular crénica demonstra que, tipicamente, as regides mais
externas da substancia branca sdo poupadas enquanto existe uma extensa lesdo
das regides localizadas mais internamente. No interior da substancia branca, ocorre

degeneracdo dos axoOnios ascendentes e descendentes, bem como,



desmielinizacdo devido a perda de oligodendrécitos. Portanto, a desmielinizacao
progressiva e crbnica é uma caracteristica persistente da lesdo medular (TOTOI,
KEIRSTEAD, 2005).

O déficit na microcirculacdo, ruptura dos vasos sanguineos e 0s axbnios e
células lesadas aumentam a concentracdo de aminoacidos excitatorios no meio
extracelular, iniciando a excitotoxidade. Com isso, ha perda de fibras nervosas
vizinhas, neurdnios e oligodendrdcitos que estavam intactos. A auto-desmielinizacao
libera moléculas inibidoras de crescimento de oligodendrécitos, glicoproteinas
associadas a mielina e NOGO-A (neurite outgrowth inhibitor) (TATOR; FEHLINGS,
1991). O neurotransmissor glutamato € liberado apés a lesdo pelos neurénios,
axonios e astrocitos lesados no liquido extracelular (BECKER; SADOWSKY;
McDONALD, 2003). Altos niveis de calcio entram na célula e ativam enzimas
(fosfolipases, proteases e outras) que irdo lesar as estruturas celulares. Esta leséo
celular e outras mudancas geralmente levam a morte celular induzida apoptose) e
oxidacéo lipidica mediada por radicais livres (LIU et al., 1997; BAMBAKIDIS et al.,
2008) (Figura 3).

Lesdo Primaria I

AT

Hipotensdo Laceracao Compressao Cisalhamento Hipoxia

\’ I Cascata Secundaria I /
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Vasoespasmo Trombose Hemorragia

\ J' /
Hipoperfusao/ Isquemia
— —
’// | \.\
Actimulo de Formagéo de , Producdo de Produgdo de Peroxidagdo
Glutamato Radicais Livres Acido Aracdénico Prostaglandina Lipidica
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Figura 3- Esquema dos mecanismos que ocorrem apés a lesdo medular traumatica. Extraido e
adaptado de Babakidis e colegas (2008).



Portanto, a lesdo secundaria inicia com a despolarizacdo e abertura dos
canais de ions calcio, ions potassio e os canais sodio dependentes de voltagem. O
aumento da concentracdo de calcio livre inicia a disfuncdo mitocondrial e a ativagéo
do oxido nitrico sintase e da fosfolipase A: que levam a lesdo microvascular e
conseqgulente isquemia e a ativacdo da calpaina leva a lesdo axonal (HALL;
SPRINGER, 2004).

Macrofagos, neutrofilos e células T migram da circulagéo periférica para o local
da lesdo e tornam-se ativados. A microglia, presente normalmente na medula
espinhal, também se torna ativada. Os macrofagos e a microglia ativados removem
as células mortas por fagocitose. As citocinas e quimiocinas que estas células
produzem propagam o processo inflamatorio (ANDERSON et al., 2004). Portanto, o
processo inflamatério estd presente tanto no estagio inicial quanto no estagio
cronico da lesdo medular (COUTTS; KEIRSTEAD, 2008).

ApoOs a lesdo medular, as células no SNC tém uma habilidade limitada para
regenerar a lesdo. Depois da lesdo secundaria ocorre a formacdo de uma densa
cicatriz glial que se acumula ao redor da lesédo da medula espinhal devido aos
astrocitos reativos, progenitores gliais, macréfagos, microglia e fibroblastos
produzindo uma barreira para o crescimento axonal. Portanto, os obstaculos para a
regeneracao da lesdo na medula sdo: (1) a proliferacao de fibroblastos, astrécitos,
microglia e células endoteliais no local da lesdo, que formam a cicatriz neuroglial
gue agem como uma barreira fisica e quimica; (2) a auséncia das células de
Schwann que ajudariam a guiar uma regeneracdo axonal; (3) a auséncia de fatores
neurotroficos, para promover o crescimento axonal; (4) a inibicdo do crescimento
axonal, devido a algumas proteinas tais como o NOGO-A, uma glicoproteina
associada a mielina e a glicoproteina de oligodendrécito, as quais séo liberadas
apos a leséo (DIVANI et al., 2007; CAO; FENG, 2009; HYUN; KIM, 2010) (Figura 4).
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Figura 4- Esquema demonstrando os obstaculos e estratégias para a regeneracdo apos a lesdo medular

traumatica. Extraido e adaptado de Kwon; Tetzlaff (2001).

O ambiente pés-traumatico causa apoptose e perda dos neurbnios funcionais
ao redor da lesdo. A recuperacédo da lesdo medular € minima, devido a capacidade
limitada de regeneracéo axonal e a presenca de fatores inibidores no local da lesao
(SOBANI; QUADRI; ENAM, 2010).

1.2 Tratamento da Les&o Medular

Muito do conhecimento dos pesquisadores sobre o tratamento da lesdo
medular é baseado no tratamento da lesdo em modelos experimentais (DABNEY et
al., 2004). No modelo de lesdo medular por contusdao em ratos, a morte celular
atinge 0 seu pico maximo ap0s uma semana da lesdo e continua ao longo do
primeiro més (LI et al., 2001).

Na década passada, conforme Kwon; Oxland; Tetzlaff (2002) cresceu o

namero de terapias experimentais para melhorar a funcao neurolégica apos a lesao
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medular. Esse fato foi decorrente da necessidade de um maior entendimento sobre
a fisiopatologia da lesdao medular aguda, levando ao desenvolvimento de um grande
ndamero de modelos animais de lesdo medular.

Para Basso; Beattie; Bresnahan (1996), os modelos experimentais s&o
fundamentais para o desenvolvimento da prética clinica. Um modelo eficaz de leséo
medular é aquele que consegue reproduzir uma consistente lesdo com uma
pequena variabilidade, resultando em resultados anatdmicos e comportamentais
reprodutiveis.

De acordo com Jakeman e colegas (2000), os ratos e camundongos séo 0s
modelos animais mais utilizados, devido ao baixo custo e mais facil acessibilidade
do uso destes animais. Gruner desenvolveu em 1992, um sistema para produzir o
modelo animal de lesdo medular por contusdo mais comumente utilizado, o New
York University impactor (NYU impactor), que provoca uma lesdo a partir da queda
de uma haste de 10g na coluna vertebral do animal (McDONALD; HOWARD, 2002).
O modelo de contuséao produzido por este sistema é considerado o melhor modelo
de lesédo, capaz de simular o tipo de lesdo medular em humanos, bem como para
avaliar as estratégias de tratamento na fase aguda (HYUN; KIM, 2010).

A lesdo medular completa ainda € considerada uma condicdo sem
possibilidade de sucesso terapéutico, ndo existindo tratamento para este tipo de
lesdo. O tratamento farmacoldégico ameniza apenas alguns dos mecanismos
fisiopatolégicos da lesdo secundaria, sendo atualmente a Unica opgdo para
tratamento clinico da lesdo medular em humanos (LUER et al., 1996; McDONALD;
SADOWSKY, 2002; HYUN; KIM, 2010).

O tratamento clinico para reduzir a extensdo de lesdo celular secundaria
consiste da aplicacdo de esterdide dentro das primeiras oito horas apds a lesao,
gue é a Unica classe de droga que tem sido utilizada para tratar a lesdo medular
(PARK et al., 2010). Apenas o uso de altas doses do antiinflamatorio e antioxidante,
metilpredinisolona foi aprovado para uso em humanos pela Food and Drug
Administration (FDA) nos EUA. Esse tratamento, no entanto, é pouco eficaz e
apresenta muitos efeitos colaterais (BRACKEN et al, 1990; McDONALD;
SADOWSKY, 2002; PARK et al., 2010). Portanto, ndo existe tratamento eficaz para
a lesdo medular. Também ainda ndo ha drogas que sejam efetivas na melhora

clinica e funcional. Assim, a incapacidade motora e sensorial permanece irreversivel
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(HYUN; KIM, 2010; PARK et al., 2010).

As cirurgias de descompressao da medula e de estabilizacdo de vértebras da
coluna no local da lesdo e a administracdo de altas doses de corticoesterodides
(metilpredinisolona) sao utilizadas para ajudar a limitar o processo de leséo
secundaria, além do processo de reabilitacdo. Entretanto, apos a lesdo medular, a
recuperacdo da perda funcional nos pacientes é limitada (SAKANAKA et al., 2006;
COUTTS; KEIRSTEAD, 2008). Poucas sdo as opcdes para melhorar o status

neurologico dos pacientes (Figura 5).

Lesao medular
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Figura 5- Aplicacdo dos tratamentos de acordo com o estagio da lesédo medular. Extraido e adaptado de Divani

e colegas (2007).

A maioria dos tratamentos utilizados para a lesdo medular tem o foco na
reabilitacdo de pacientes com paraplegia ou tetralegia. Esses tratamentos objetivam
potencializar as funcbes remanescentes dos membros superiores e/ou inferiores ou
ainda, prevenir e tratar as complicagdes decorrentes da lesdo na medula espinhal,
para, conseqgientemente, melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Porém, ainda
nao foram padronizados os tratamentos para promover a regeneracdo do tecido
medular lesado e das células neurais (HYUN; KIM, 2010).

Atualmente sabe-se que o SNC de mamiferos adultos € sensivel a certas

moléculas que regulam o crescimento axonal e a regeneragcao neuronal, incluindo
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fatores neurotroficos, moléculas de substrato e neutralizadores para inibir moléculas
associadas com mielina e a matriz extracelular. Assim, varias estratégias
terapéuticas tém sido desenvolvidas para manipular essas moléculas, na tentativa
de promover o crescimento axonal e a substituicdo da perda de neurbnios apos a
lesdo medular. A terapia celular encontra-se entre essas estratégias (LEE et al.,
2007).

A lesdo medular é dividida em trés estagios (agudo, subagudo e crbnico) e as
estratégias de tratamento diferem de acordo com os estagios da lesdo (HESS,;
BORLONGAN, 2008).

As intervencbes terapéuticas apO0s uma lesdo medular exigira uma
combinacdo de pelo menos trés estratégias principais: (1) atenuacdo dos processos
da lesdo secundaria (como inflamagdo e a excitabilidade provocada pelo
glutamato); (2) inativacdo dos fatores inibidores do crescimento axonal e (3)
estimulacdo da neurogénese na medula espinhal gerando novos progenitores
espinhais (através da atividade fisica, meio ambiente enriquecido e manipulacdo
farmacoldgica e terapia celular e génica visando substituir as células mortas como
neurdnios e oligodendrdcitos), induzindo a um ambiente mais favoravel para a
regeneracao de axdnios (CIZKOVAet al., 2010).

Os tratamentos tanto no estagio agudo quanto no subagudo devem ter o foco
na neuroprotecdo e as opc¢des de tratamento nos estagios crénicos poderiam ter o
foco na neurorestauragdo (HESS; BORLONGAN, 2008). Os tratamentos para a
neuroprotecdo devem iniciar dentro de poucas horas ap0s a lesdo medular para
prevenir o processo de lesdo secundaria (HYUN; KIM, 2010).

O tratamento clinico da lesdo medular envolve, nos primeiros minutos apos a
leséo, o tratamento pré hospitalar, o qual é caracterizado pela protecdo da medula,
seguido de estabilizacdo cirargica. Alem disso, a neuroprotecdo através da
administracdo de agentes antiinflamatérios, tais como a eritropoetina, a
aminociclina, o riluzole ou a 4-aminopiridina € importante. Apos a lesao inicial, a
neuroregeneracdo tem sido baseada no transplante de células-tronco para prevenir
a formacdo da cicatriz glial, melhorar a perda axonal e a desmielinizagdo, bem

como para restaurar a funcdo motora (BAMBAKIDIS et al., 2008).
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1.3 Terapias Celulares na lesdo medular

Para Horner; Gage (2000), as terapias celulares representam uma nova e
importante estratégia para o tratamento de les6es do sistema nervoso. Entre as
fontes potenciais para o transplante celular, encontram-se as células periféricas
como as ceélulas de Schwann, as células do bulbo olfatério, as células-tronco
adultas, as células do SNC fetal e as células-tronco embrionarias. O objetivo da
terapia celular € minimizar a lesdo e promover a recuperacao de diferentes tipos de
tecidos lesados, entre eles a medula espinhal (McDONALD; HOWARD, 2002).

Experimentos animais envolvendo transplante de células neurais apds a
lesdo neural, incluindo a lesdo medular espinhal, tém sido conduzidos para
investigar a substituicdo de componentes neurais lesados e a recuperacao funcional
apos a lesdo do SNC (YOSHIHARA et al., 2007).

De acordo com Roitberg (2004), a recolocacdo de neurdnios e a
neuroprotecdo de neurdnios existentes sdo estratégias para restaurar a lesao
estrutural e funcional causada pela lesdo no SNC. Para Freed e colegas (2001), nas
desordens do sistema nervoso, em que ocorre perda celular neuronal especifica, a
terapia celular a partir do transplante de células neurais pode promover a
substituicdo das células apos a perda celular e a recuperagdao de algum grau de
funcao.

Para Hyun; Kim (2010) h& quatro estratégias de tratamento da lesdo medular:
a) reduzir as consequéncias da lesdo secundéaria como a inflamacgéo, o edema e a
formacéo da cicatriz; b) regenerar a mielina e os axénios danificados; c) restituir a
conexdo das vias aferentes e eferentes através dos axdnios localizados na
substancia branca da medula espinhal, a qual € essencial para a restauracdo da
funcdo motora e sensorial; d) regenerar os neurdnios lesados na substancia
cinzenta da medula espinhal para restaurar a fungao local.

McDonald e colegas (2004) referem que uma das possiveis abordagens para
a reparacdo da lesdo medular é através do uso das células-tronco. As células-
tronco oferecem varias abordagens para a recuperacédo da lesdo medular. A terapia
celular baseada no uso de células-tronco poderia oferecer as seguintes vantagens:
a) substituir as células danificadas ou lesadas; b) fornecerem impulso elétrico entre
0s neurdnios acima e abaixo da leséo; c) diminuir a deterioracao clinica e/ou facilitar

a regeneracao por prover fatores de crescimento ou neuroprotetores; d) promover a
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neovascularizagdo ou fornecer substratos para a regeneracdo de células
enddgenas (COUTTS; KEIRSTEAD, 2008).

A terapia celular € uma promissora estratégia experimental para promover a
recuperacdo funcional apds a lesdo medular. O transplante de células-tronco pode
recolocar a populacdo de células perdidas ou salvar células no encéfalo ou na
medula lesada devido a producdo de citocinas (interleucinas) e/ou fatores
neurotroficos que facilitam a regeneracdo (URDZIKOVA et al., 2006; OSAKA et al.,
2010; HYUN; KIM, 2010).

Para Hyun; Kim (2010), o transplante celular ndo € apropriado no estagio
inflamatorio agudo por causa de varias citocinas consequentes da inflamacdo que
diminuem a sobrevivéncia das células transplantadas e modificam as propriedades
de diferenciacdo destas células-tronco transplantadas. Assim, o transplante das

células seria mais eficaz no estagio subagudo da lesdo medular.

1.4 Células-tronco e lesdo medular

Segundo Yamashita e colegas (2007), a célula-tronco (CT) € uma célula
indiferenciada primitiva ndo especializada. Essa célula apresenta capacidade de
auto-renovacdo e de diferenciacdo. A auto-renovacao refere-se a capacidade da
célula em se dividir para originar células idénticas. A diferenciacao celular refere-se
a capacidade de originar células mais especializadas e maduras. As CT podem dar
origem as células progenitoras, que sdo células com potencial mais restrito do que
as CT, sendo células com capacidade limitada de auto renovacao e diferenciacdo
celular (McKAY, 1997; VERFAILLIE, 2005; SOHUR et al., 2006), porém sao células
gue desempenham um papel especializado no tecido hospedeiro.

Dois tipos de células-tronco tém sido identificados: as células-tronco
embrionarias (CTES) e as células-tronco somaticas, ou também chamadas tecido-
especificas ou células-tronco adultas (CTAs). Quanto a sua plasticidade, ou
capacidade de originar diferentes tipos de tecidos, as células-tronco podem ser
classificadas como totipotentes, pluripotentes ou multipotentes. As totipotentes
possuem a capacidade de originar todos os diferentes tecidos do corpo, incluindo os
anexos embrionarios, enquanto as pluripotentes s6 ndo produzem 0S anexos

embrionarios. Ja as multipotentes, séo as células-tronco que originam poucos tipos
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celulares, geralmente relacionadas ao tecido especifico hospedeiro. As CTEs sdo
encontradas na massa celular do estagio inicial do desenvolvimento embrionario
podendo ser totipotentes (embrido até 3 dias) ou pluripotentes (embrido na fase de
blastocisto). CTAs incluem as células progenitoras enddgenas que reparam e
repdem os tecidos do nosso corpo, e que se originam do tecido adulto, como por
exemplo, as células-tronco neurais (CTNs), hematopoéticas (CTHs) e as
mesenquimais (CTM) (Figura 6) (VERFAILLIE, 2002; VERFAILLIE et al., 2002,
WISLET-GENDEBIEN et al.,, 2003; WAGERS; WEISSMAN, 2004; COUTTS;
KEIRSTEAD, 2008; LEEB et al., 2010).

Totipotente Pluripotente Multipotente
“Toti"” = todas “Pluri” = muitas “Multi” = diversos
Massa celular interna ‘

- NETE B ¢
e |l o

Figura 6- Esquema da classificacéo das células-tronco de acordo com a capacidade de gerar diferentes tipos

de células no corpo. Extraido e adaptado da pagina da International Society for Stem Cells Research (2011).

As CTs séo localizadas em tecidos que se renovam continuamente como a
pele ou medula O0ssea e sdo habeis para regenerar ou reparar esses tecidos
durante a vida toda. No SNC, as células-tronco neurais tém capacidade pobre para
gerar novos neurdnios ou oligodendrdcitos para reparar a perda celular apés a
injuria ou a degeneracédo (WISLET-GENDEBIEN et al., 2003).

A CTEs, devido a sua habilidade de auto-renovacdo sem diferenciacdo e
manutencdo da pluripotencialidade (McDONALD; HOWARD, 2002; TETZLAFF;
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ROSKAMS, 2005), podem se diferenciar em qualquer tipo de célula presente
durante o desenvolvimento e na vida adulta (WISLET-GENDEBIEN et al., 2003),
incluindo as linhagens neural e glial (FAULKNER; KIRSTEAD, 2005).

McDonald; Howard (2002) transplantaram CTEs em ratas submetidas a lesao
medular moderada através do NYU impactor 9 dias apds a leséo, diretamente na
medula lesada. Os animais foram submetidos a analise histolégica 2 e 5 semanas
apos o transplante. Observou-se que as células sobreviveram e migraram para o
local de lesdo, além de terem se diferenciado em oligodendrécitos (60%), seguido
de astrécitos e neurbnios. O grupo tratado com as células-tronco demonstrou uma
recuperacao funcional superior quando comparado ao grupo controle.

Faulkner; Kirstead (2005) demonstraram que as CTEs sédo capazes de
derivar uma populacédo de células precursoras de oligodendrdcitos. Essas, quando
transplantadas em um ambiente de desmielinizagdo, integram-se e diferenciam-se
em oligodendrécitos e expressam um fenotipo funcional, confirmando a
oligodendrogliogenese destas células embrionarias. Esses autores transplantaram
as células diretamente na medula espinhal de ratos lesados 7 dias (lesdo aguda) e
10 meses (lesdo crbnica) apos a lesdo. Os autores observaram que nos dois
tempos de administracdo das células, as mesmas sobreviveram, migraram caudal e
cranialmente e diferenciaram-se em oligodendrécitos maduros. Na analise
comportamental, os animais transplantados 7 dias apds a lesdao, demonstraram uma
melhora significativa na fungéo locomotora avaliada pela Escala de Basso, Beatie e
Bresnahan (BBB), o que néo foi observado nos animais que receberam as células
na lesao cronica.

Sharp e colegas (2010) também transplantaram células progenitoras de
oligodendrdcitos derivados de CTEs em um modelo de lesdo contusa na regido
cervical de ratas. As células foram transplantadas 7 dias ap6s a lesédo no local da
lesdo com o animal posicionado em um aparelho estereotaxico. Os animais foram
avaliados quanto ao comprimento e frequéncia do passo das patas anteriores. As
células implantadas sobreviveram e localizaram-se no epicentro da lesao apés 9
semanas da leséo, assim como se tornaram oligodendrdcitos maduros. Quanto a
recuperacao funcional, os animais tratados apresentaram um maior comprimento de
passo assim como uma maior frequéncia de passos das patas anteriores, quando

comparado com o grupo controle.
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Recentemente, o FDA dos Estados Unidos, aprovou o primeiro estudo
multicéntrico Fase | com CTEs humanas em individuos com lesédo medular toracica
completa subaguda, para estabelecer o nivel de seguranca da técnica em humanos
(LEEB et al., 2010). A proposta deste tratamento foi baseada no estudo de
Keirstead e colegas (2005). Nesse estudo, os autores observaram que a
remielinizacdo, provocada pelo transplante de precursores de oligodendrdcitos
derivados de CTEs foi responsavel pela melhora locomotora nos animais que
receberam o transplante no local da leséo, 7 dias apos o procedimento, no local da

lesao.

1.5 Diferentes tipos de Células-tronco

Comparada com outras fontes de CT, as CTEs sdo uma das mais atrativas
fontes celulares para o tratamento da lesdo medular. Recentemente foi observado
gue motoneurénios derivados das CTEs podem sobreviver e se integrar na medula
espinhal (RONAGHI et al., 2010).

Devido as restricbes técnicas e ético-legais ao uso de células-tronco fetais e
embrionarias, fontes alternativas de CT tém sido procuradas para atender as
necessidades do estabelecimento de uma terapia celular viavel em humanos
(SAVITZ et al.,, 2002). Consequentemente, as CT obtidas de tecidos j& formados
vém sendo amplamente estudadas. As CTAs sdo encontradas em inimeros tecidos,
tais como na cornea e na retina (WU et al, 2001); no cérebro (DAVIS; TEMPLE,
1994); nos musculos esqueléticos (SEALE; RUDNICKI, 2000); no sangue e na
parede do cordao umbilical (SECCO et al., 2008); na pele e (GANDARILLAS; WATT,
1997) na medula 6ssea (BIANCO et al., 1999).

O sangue de cordao umbilical é o sangue fetal que fica retido na placenta no
momento do nascimento, quando € interrompida a circulagdo materno-fetal
(BYDLOWSKI et al., 2009). O sangue do cordao umbilical e placentario representa
uma das mais usadas fontes de CTHs para uso em transplante alogénico de
pacientes acometidos por doencas hematoldgicas, imunodeficiéncias hereditarias e
doencas metabolicas. Essa fonte de CT € usada com sucesso para substituir a
medula 6ssea em transplantes usando sangue de cordao desde 1988 (GLUCKMAN
et al., 1989).
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A presenca das células com fenotipo CD34+ caracteriza as células como
CTHs. Das trés fontes disponiveis de CTHs, a medula 6ssea, o sangue periférico e
sangue de cordao umbilical, a freqtiéncia de CD34+ é maior no sangue de corddo
umbilical, o que explica o sucesso destas no uso em transplantes. Alguns
parametros afetam a quantidade de CTHs ou células CD34+ presentes no sangue
de cordao umbilical, tais como o volume de sangue coletado, a idade gestacional, o
peso do recém-nascido e da placenta, o comprimento do corddo umbilical, entre
outros (CANABARRO et al., 2007).

O sangue de corddo umbilical também €& uma fonte promissora de células-
tronco ndo hematopoiéticas, pois entre outras células, contém células endoteliais e
células-tronco mesenquimal (MALGIERI et al., 2010). Assim, o sangue de cordao
umbilical humano é considerado uma fonte alternativa de transplante de células da
medula 6ssea devido ao seu componente hematopoiético e mesenquimal. Esse
material biolégico, que é considerado um residuo médico nas salas de parto, &
obtido apds o parto de um recém-nascido a termo, a partir de uma amostra que
seria inevitavelmente descartada, sendo um procedimento simples, ndo invasivo,
indolor e sem prejuizo para a mae ou para a crianca (SECCO et al.,, 2008;
MALGIERI et al., 2010). Como uma populacdo mundial maior que 6 bilhdes de
pessoas, e com a populacdo continuando a crescer, o corddo umbilical € a mais rica
e disponivel fonte de CT no mundo.

O corddo umbilical pode ser facilmente obtido sem causar dor e, 0 seu
procedimento de coleta, evita problemas éticos e técnicos (WU et al., 2009). Para
Park; Lee; Kang (2006), as células do sangue de corddo umbilical sdo boas
substitutas das células progenitoras hematopoiéticas derivadas da medula 6ssea
devido a imaturidade apresentadas por estas células dos recém nascidos. A
imaturidade das células esta associada com a menor imunogenicidade, o que reduz
a reatividade do enxerto-versus-hospedeiro, quando comparado com 0S enxertos
derivados de células-tronco da medula 6ssea. Além disso, 0 uso das células do
sangue de corddo umbilical em estudos basicos e aplicacdes clinicas ndo levantam
questdes éticas MALGIERI et al., 2010).

No estudo de Secco e colegas (2008) foi observado que as células-tronco
mesenquimais foram obtidas de apenas uma de dez amostras de sangue de cordao

umbilical enquanto que em 100% das dez amostras de corddo umbilical foram
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obtidas este tipo de células-tronco. Assim, os autores consideram que o cordao
umbilical humano e, ndo o sangue de corddo umbilical humano, é a melhor escolha
quando se pretende isolar células-tronco mesenquimais para aplicagdes na terapia
celular.

Saporta e colegas (2003), implantaram CT do sangue de corddao umbilical
humano em animais 1 e 5 dias apos a lesdo medular provocada por compressao.
Observou-se que estas células demonstraram habilidade para atingir a zona de
lesdo apds sua introducdo na circulagdo venosa e enxertar-se nesta area,
melhorando o déficit comportamental provocado pela lesdo. Os animais
transplantados apresentaram recuperacdo parcial do déficit, avaliado pela
movimentagdo espontanea dos membros. Observou-se também que essas células
enxertaram-se na area da lesdo e foram encontradas até quatro semanas apoés a
lesdo. Para esses autores, essas células sdo uma fonte atrativa para o uso para
transplante celular devido a sua facilidade e disponibilidade para obtencdo e por
serem facilmente expandidas e hébeis em atingir a zona de lesédo se injetadas na
circulacao venosa.

As CT do corddo umbilical humano transplantadas na medula lesada de
animais se diferenciaram em células neurais melhorando a regeneracdo axonal e a
funcdo motora. Quando transplantadas CT de corddo umbilical 5 dias apos a leséo
medular, observou-se melhora funcional significativa comparada com 0s animais
ndo tratados, sendo observado também a presenca destas células somente no local
da lesdo (HARRIS, 2008).

Células CD34+, que sao as CTHs derivadas do sangue do corddo umbilical
humano, foram implantadas na veia da cauda imediatamente ap0s ratos serem
submetidos a lesdo medular induzida por compressao por um minuto através de um
clip de aneurisma. Os animais foram divididos em 4 grupos: grupo submetido
somente a laminectomia, grupo lesédo tratado com células CD34-, grupo lesado
tratado com células CD34+ e outro grupo leséo tratado com salina. Os achados
demonstraram que somente o0 grupo tratado com a administracdo sistémica de
células CD34+ apresentou restauracdo da funcdo das patas posteriores. Sugere-se
que esta restauracdo seja devido a reducdo da apoptose e pela estimulacdo da
producdo de fatores tréficos como GDNF e do fator de crescimento endotelial

vascular (VGEF) que agem com neuroprotetores em um modelo de lesdo medular
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(KAO et al., 2008).

Dasari e colegas (2008), em um modelo animal de lesdo contusa pelo NYU
impactor, mensuraram a recuperacao funcional através da escala BBB, em animais
submetidos ao tratamento com CMN de sangue de corddo umbilical humano 7 dias
apos a lesao, diretamente no sitio da leséo. Os ratos transplantados apresentaram
uma significativa melhora funcional quando comparado aos grupos controles seis
semanas apdés o transplante. As células implantadas sobreviveram e estavam
presentes no local da lesdo, 5 semanas apds a lesdo. Aléem disso, apresentaram
diferenciagcdo em oligodendrécitos e neurbnios e favoreceram a downregutation do
receptor Fas e da apoptose mediada pela caspase 3, diminuindo a morte
programada das células gliais e neuronais. Estes resultados demonstram a
viabilidade e eficacia das células do sangue do corddo umbilical humano como uma
potencial intervencéo terapéutica para a lesdo medular.

O transplante de CT provenientes da medula éssea na medula espinhal
lesada de rato resulta em extensiva mielinizacdo (SASAKI et al., 2001). Chopp e
colegas (2000) administraram CT de da medula 6ssea na medula espinhal, uma
semana apos a lesdo. Os autores observaram que 0s animais tratados
apresentaram uma significativa recuperacao funcional no BBB cinco semanas apos
o tratamento. As células transplantadas haviam sobrevivido e se distribuido no
tecido lesado. Quanto a recuperacdo funcional, os animais tratados com células
podiam caminhar com consistente suporte de peso e coordenacao entre as patas
anteriores e posteriores.

Conforme Vaquero e colegas (2006), a administracdo de CT derivadas da
medula 6ssea no local da lesdo medular de ratos paraplégicos promoveu uma
significativa recuperacdo funcional medida através da escala BBB. No estudo
destes autores, a administracdo intravenosa também promoveu recuperacdo nos
animais paraplégicos, porém com uma menor eficacia, sugerindo que talvez a
administracao sistémica de CT da medula éssea seja dose dependente.

No estudo de Kamada e colegas (2005), CT da medula 6ssea foram
induzidas a se diferenciarem em células de Schwann e implantadas na medula,
através de uma matriz com células, logo apos esta ter sido submetida a transeccao
no nivel de T7. Os animais foram avaliadas quanto a recuperacdo motora através

da escala BBB por 6 semanas. O grupo tratado apresentou uma melhora funcional
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significativa a partir da quarta semana.

CT da medula éssea marcadas com proteina fluorescente verde (GFP) foram
transplantadas no local da lesdo 15 minutos e 3, 7 e 21 dias ap0s uma lesédo
moderada provocada pelo NYU impactor. A sobrevivéncia das células foi observada
apos 4 semanas do transplante. A presenca das células transplantadas foi maior
nos grupos 15 minutos e 3 dias apds a lesdo, quando comparados com 0S outros
tempos de administracdo. O volume de tecido medular preservado foi maior nos
grupos tratados. Observou-se também que as CT da medula 6ssea sobrevivem
melhor no ambiente da lesdo apdés uma semana, quando transplantadas
imediatamente e 3 dias apés a lesdao (NANDOE TEWARIE et al., 2009).

A medula 6ssea é uma das fontes mais utilizadas para extracdo de CTAs
onde se encontram os dois dos tipos de CTAs mais amplamente estudadas: as
CTHs e as CTM (LI et al.,, 2001). As CTHs originanam as células progenitoras
sanguineas circulantes, enquanto que as CT n&o-hematopoéticas podem se
diferenciar em uma variedade de tipos celulares como o 6Osseo, muscular,
cartilagem, glia e neurénio (URDZIKOVA et al., 2006).

Inicialmente conhecidas como células estromais da medula 6ssea, as CTM
podem ser chamadas de células estromais mesenquimais multipotentes, conforme
sugerido pela International Society for Cytotherapy. As CTM sdo um grupo de
células clonogénicas presentes no estroma da medula Ossea, capazes de
diferenciacdo em Vvéarias linhagens de células do tipo mesodérmico e,
possivelmente, em outros tipos celulares ndo mesodérmicos, como células neurais,
quando submetidas a diferentes estimulos. Na medula adulta fresca, constituem
somente 0,01% a 0,0001% das células nucleadas. Essas células s&o uma
populacdo heterogénea de células que proliferam, in vitro, como células aderentes
ao plastico, sendo uma mistura de progenitores em diferentes estagios de
comprometimento com a linhagem mesodérmica. Tem sido consenso entre 0s
pesquisadores que a maior parte das células estromais progenitoras derivadas da
medula 6ssea possa ser considerada, apds a proliferagcdo in vitro, como sendo
mesenquimais (BYDLOWSKI et al., 2009).

As CTM sao, portanto, células indiferenciadas, com a habilidade de se auto-
renovar e alta capacidade de proliferacdo. S&o capazes de se diferenciar em varios

tipos celulares, incluindo condrdcitos, ostedcitos, adipdcitos, midcitos e neurdnios
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(ZUK et al., 2002; KERN et al., 2006). Sdo um tipo de CTA considerada com maior
plasticidade, mais semelhante as CTEs. Tanto as CTM, quanto outros tipos de
CTAs, tais como as CTHs podem ser encontradas em diversas fontes celulares.
Essas células encontram-se junto a fracdo de células mononucleates (CMN) da
medula 6ssea e do corddo umbilical, as quais tém sido utilizadas para tratar lesdes
experimentais do SNC (COUTTS; KEIRSTEAD, 2008).

As CTM podem ser obtidas facilmente e de forma segura da medula 6ssea
em humanos para o uso em transplante autdlogo. Essas células secretam citocinas
e fatores neurotroficos e possuem efeitos anti-inflamatérios. As CTM agem como
células neuroprotetoras por secretarem varios fatores neurotroficos, tais como
BDNF, NGF e VEGF, favorecendo a regeneracédo neural por se diferenciarem em
células gliais e neuronais (KIM; LEE; KIM, 2010).

A existéncia de CTM na medula Ossea foi demonstrada por Kopen et al.
(1999) e Sanchez-Ramos et al. (2000). Estas CT podem ser isoladas de diferentes
tecidos além da medula 6ssea, como tecido adiposo, polpa dental, sangue (LEE;
KUO; CHEN, 2004) e cordao umbilical humano (SECCO et al.,, 2008). Estudos
mostram que as CTM presentes no sangue de corddo sdo similares aquelas obtidas
a partir de medula 6ssea no que diz respeito ao perfil morfolégico e imunofenotipico,
bem como ao seu potencial de diferenciacdo (BYDLOWSKI et al., 2009).

As CTM tém sido testadas como um agente terapéutico para a reparagao do
tecido nervoso lesado, demonstrando uma melhora na recuperacao funcional ap6s
um dano no SNC (CHOPP et al., 2000; LI et al., 2001). As CTM representam uma
ferramenta promissora de um novo conceito clinico na terapia celular (KERN et al.,
2006).

Segundo a International Society for Cellular Therapy, sao trés os
requerimentos minimos para uma populacdo de células serem classificadas como
CTM. A primeira € que CTM sao isoladas de uma populacdo de células
mononucleares com base na sua aderéncia seletiva, em cultura, a superficie do
plastico. A segunda, refere-se a presenca da expressdo dos marcadores CD105,
CD73 e CD90 e auséncia ou baixa expressdo dos marcadores CD34, CD45, CD14,
ou CD11lb, CD79, ou CD19 e HLA-DR nas células em cultura. A terceira € a
demonstracdo da capacidade das células em se diferenciar nas trés linhages

celulares representadas pelos osteoblastos, adipdcitos e condrocitos (BYDLOWSKI
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et al., 2009).

Para alguns autores (ORLIC et al., 2001; BONILLA et al.,, 2005), a CTM é
uma fonte atrativa para o0 uso no transplante celular, devido estar presente em
diversas fontes de facil obtencdo, bem como serem células de facil expansdo e
habilidade em atingir o local de lesdo. Além disso, as CTM, embora possuam uma
capacidade de diferenciacdo mais limitada que as CTEs apresentam grandes
vantagens na terapia celular por, ndo serem imunogénicas, podendo ser
empregadas em transplantes alogénicos (BYDLOWSKI et al., 2009).

As CTM derivadas de medula 6ssea vém sendo utilizadas para o tratamento
da lesdo medular experimental. Podem ser injetadas intravenosamente e tendem a
migrar diretamente para o local da les&o e penetrar profundamente no parénquima
da medula espinhal lesada (SATAKE et al., 2004).

Osaka e colegas (2010) administraram CTM derivadas de medula Ossea
intravenosamente em animais submetidos a lesdo medular por compressao através
do NYU impactor. As células foram implantadas 6 horas e 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias
apos a lesdo. A avaliacdo funcional foi realizada por 6 semanas apds a lesao.
Observou-se que os resultados funcionais mais significativos foram obtidos quando
as células-tronco foram administradas 6 horas, 1 e 3 dias apés a leséo, ou seja, em
um periodo ainda agudo de lesao.

No estudo de Urdzikova e colegas (2006), os animais submetidos a uma leséo
medular por compressdo atravées de um baldo inserido na medula apés uma
laminectomia, foram tratados 7 dias apds a lesdo com CMN de medula 6ssea ou
CTM derivadas da medula Ossea injetadas intravenosamente. Na avaliacao
funcional, foi observada uma melhora significativa na recuperagcéao da funcédo motora
das patas posteriores dos animais tratados quando comparados com 0s animais em
que foi injetada somente salina. Porém, a recuperagéo dos animais tratados com as
células-tronco mesenquimais foi mais rapida e o volume de lesdo foi também
significativamente menor neste grupo de animais, quando comparado com 0 grupo
controle.

Em outro estudo, os ratos submetidos a lesdo medular através do NYU
impactor, foram tratados com CTM humanas. As células foram implantadas no
epicentro da lesdo, 1 semana ap0s a lesdao medular. Os animais foram

acompanhadas por 9 semanas para a avaliagdo da escala locomotora do BBB. Os
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animais tratados demonstraram melhora funcional significativa na sétima e oitava
semana apos o transplante. As células implantadas foram marcadas com o
anticorpo anti-mitocéndria humana especifico e foram observadas no local da leséo
3 semanas apos terem sido injetadas, demonstrando sobrevivéncia das células. Um
pequeno numero dessas células se diferenciou em neurdnios e astrocitos (LEE et
al., 2007).

O potencial das CTM na terapia celular ndo estd necessariamente ligado
diretamente na substituicdo da perda de neurdnios lesados. A explicagdo mais
provavel para o possivel efeito benéfico das CTM pode ser que o fato de que as
células transplantadas, quando migram para o ambiente da lesdo, expressam
fatores que favorecem a regeneragdo do tecido nervoso ou ativam mecanismos
compensatorios e células-tronco enddgenas dentro do tecido (CHOPP et al., 2000).
Urdzikova e colegas (2006) prop6em que a producdo destes fatores leva a uma
maior protecdo da lesédo secundaria.

CTM marcadas com proteina fluorescente verde (GFP) foram injetadas na
medula espinhal de ratos com lesdo medular provocada pelo NYU impactor, 7 dias
apos a lesdo. Neste estudo foi observado que as células implantadas sobreviveram
e foram encontradas no local da lesdo apés 4 semanas. O transplante das CTM
promoveu diminuicdo do volume de lesdo no grupo tratado. Nao foi observada
diferenciacdo dessas células em neurdnios, astrécitos ou oligodendroécitos, porém
estas células transplantadas expressaram e secretaram BDNF e GDNF (GU et al.,
2009).

No estudo de Park e colegas (2010), ratos com uma lesdo medular moderada
provocada pelo NYU Impactor, foram tratados com CTM ou fibroblastos humanos.
As células foram transplantadas 9 dias apos a leséo, diretamente na medula lesada.
Os animais foram avaliados pela Escala BBB até 56 dias apds a lesdo. Observou-se
que nos animais que receberam as CTM, o transplante destas células-tronco
provocou uma melhora funcional verificado pelo escore alto atingido por este grupo
na escala BBB, com diferenga significativa nos dias 21, 28 e 56. Além disso,
observou-se que as células transplantadas estavam presentes no local da leséo,
porém ndo haviam se diferenciado em neurbnios ou astrocitos. O numero de
macrofagos na area lesada foi significativamente menor no grupo tratado, quando

comparado com o grupo controle, sugerindo que as CTM podem agir no controle do
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processo inflamatorio apds a lesdo medular.

Em outro estudo, ratos receberam CTM derivadas da medula Ossea de
humanos, via endovenosa, 7 dias apés lesdo medular por compressao. Os animais
foram avaliados 21 dias ap0s o transplante através da escala BBB para a avaliacao
da recuperacdo funcional. As células foram marcadas com Bromodeoxiuridina
(BrdU) ou com antigeno anti nuclear e celular mitético (NUMA) para a identificacao
da sobrevivéncia das células transplantadas. Observou-se a sobrevivéncia e
migracdo das CTM no local da lesdo e a diferenciacdo destas em oligodendrocitos,.
No entanto, as células ndo expressaram marcadores neuronais (CIZKOVA et al.,
2006)

Cizkova e colegas (2010) estudaram o implante de CTM no local da leséo, 3 e
7 dias apods a lesdo medular provocada pelo modelo de compresséao utilizando um
baldo, em ratas adultas Wistar. As células foram injetadas através de um catéter
intratecal o qual injetou por trés dias consecutivos as CT. A funcdo motora foi
acompanhada por 4 semanas ap0s a lesdo pela escala BBB. Observou-se uma
melhora funcional significativa somente no grupo que recebeu as trés injecdes de
células 7 dias ap0s a lesao.

Os beneficios dos fatores neurotroficos na prote¢cdo neuronal e na reparacao
das lesbes do SNC tém sido também documentados (JONES et al.,, 2001). A
secrecdo dos fatores neurotréficos caracteriza as células progenitoras e séo
conhecidos por exercer efeitos sobre a lesédo ou a patogenia das doencas (ROSSI
et al., 2010). Entre os fatores neurotroficos conhecidos, alguns estdo sendo
estudados como estratégia de tratamento para a lesdo medular no modelo animal
(SCHWAB, 2002).

As CTNs humanas secretam fator de crescimento do nervo (NGF), fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e fator neurotrofico derivado de célula glial
(GDNF), os gquais promovem o crescimento dos ax6nios lesados ap0s uma lesao
medular. As células progenitoras de oligodendrdcitos, que se diferenciaram a partir
de CTEs, expressam fator transformador de crescimento -2 (TGF-2) e BDNF que
contribuem para a recuperacdo da funcdo da medula lesada. Portanto, CT
transplantadas podem influenciar o ambiente da lesdo para fornecer fatores de
sobrevivéncia, moléculas de orientacdo e sinalizagdo para proliferacdo e

diferenciacé@o de células progenitoras ou CT enddgenas. A diferenciagdo das células
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transplantadas € guiada por sinais do micro ambiente da lesdo e pela deficiéncia do
funcionamento celular no local do implante das células (ROSSI et al., 2010).

O BDNF tem sido relatado capaz de promover a regeneragdo do trato
rubroespinhal e ter efeito limitado na regeneracao do trato corticoespinhal. O GDNF
tem sido visto como um importante fator tréfico para motoneurénios in vitro e in
vivo. Esse fator promove o crescimento axonal e a protegéo celular nos neurdnios
motores adultos lesados (CAO et al., 2004; KAO et al., 2008). Cheng e colegas
(2002) demonstraram que o GDNF tem um papel de neuroprotecdo comportamental
e anatbmico apos a lesdo medular.

No estudo de Cao e colegas (2004) animais com transeccdo completa da
medula toracica foram tratados com células do bulbo olfatério modificadas
geneticamente para secretar GDNF logo apés a lesdo. O grupo tratado com GDNF
apresentou maior recuperacao funcional do que o grupo tratado somente com as
células, 8 semanas apés o transplante. De acordo com a avaliagdo em campo
aberto, os animais mostraram capacidade de caminhar de forma coordenada. Esse
estudo demonstrou que o GDNF estimulou o aumento da regeneracao dos axonios
rubroespinhais e corticoespinhais em ratos adultos apos a transec¢édo da medula.

1.6 Justificativa

O reparo da lesdo medular é, até o momento, considerado impossivel o que
faz dos individuos lesados pacientes com incapacitacao crénica. As ceélulas-tronco
tém sido investigadas como alternativa terapéutica, porém seu uso seguro depende
da definicdo do tipo de célula-tronco mais eficaz para ser empregado, bem como da
melhor via de administracdo destas células. Também é fundamental entender os
possiveis mecanismos de acdo envolvidos e os critérios de seguranca desta
abordagem em humanos.

Recentes estudos clinicos e pré-clinicos utilizando transplante de CTAs foram
conduzidos demonstrando resultados funcionais baseados em diversos
mecanismos como a formag&o de mielina, a promocéo do crescimento axonal ou a
secrecdo de fatores neurotroficos, entre outros. Apesar dos resultados obtidos até
agui com algumas destas CTAs, o presente trabalho ira investigar a fracdo de

células mononucleares (CMN) do sangue de corddo umbilical e as células-tronco
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mesenquimais (CTM) da parede dos vasos do corddo umbilical como alternativa
para o tratamento das les6es medulares experimentais.

Nesta area, sao necessarios estudos que comparem os tipos de células-
tronco com o objetivo de testar sua eficacia quanto ao meio de administracdo
destas células e a janela temporal do transplante. O estabelecimento da janela
terapéutica (momento de administracdo) ainda traz um desafio importante,
sobretudo pela participacdo dos fendbmenos inflamatérios na lesdo pds-isquémica.
Estas, entre tantas outras, sdo questdes que a pesquisa pré-clinica deve abordar

com vistas ao estabelecimento de uma terapia celular segura com células-tronco.

Assim, o presente trabalho tem como objetivo utilizar dois diferentes tipos de
células-tronco nomeadamente células mononucleares (CMN) de sangue de corddo
umbilical humano e células-tronco mesenquimais (CTM) da parede dos vasos do
corddao umbilical humano, administradas 1 hora, 24 horas e 9 dias apds a lesdo

medular traumatica experimental para verificar a viabilidade e eficacia deste uso.

A partir da comparacdo dos resultados obtidos com o presente estudo
usando-se dois diferentes tipos de ceélulas-tronco na recuperagdo funcional e
regeneracdo da lesdo medular traumatica em ratos, esperamos contribuir para o
conhecimento da viabilidade e eficacia da terapia com células-tronco no tratamento
de pacientes com lesdo medular, diminuindo assim o impacto deste tipo de lesdo na

vida destes individuos.

1.7 Hipoteses

As hipéteses deste estudo séo: a) os transplantes dos dois tipos de CTAs
serdo capazes de regenerar a lesdo medular trauméatica produzida em ratas,
melhorando os déficits funcionais produzidos por esta lesédo e, b) os animais com
lesGes medulares traumaticas transplantados 9 dias apés a lesdo demonstrardo
maior recuperacdo funcional com implantes de células-tronco adultas quando
comparadas com animais transplantadas 24 horas ou 1 hora apos a lesao, visto que
a resolucdo do processo inflamatorio favoreceria o ambiente para as células

transplantadas.



29

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a eficacia do transplante de células-tronco adultas na recuperacao
funcional e regeneragédo da lesdo medular traumatica em modelo experimental de

lesdo medular contusa em ratas fémeas.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Comparar os efeitos do transplante da fracdo mononuclear de sangue
de corddo umbilical humano e de células-tronco mesenquimais da parede dos
vasos do corddo umbilical humano, na recuperacdo funcional e regeneracdo da

lesdo medular traumatica em ratas fémeas Wistar;

2.2.2 Determinar a janela terapéutica deste tipo de intervengé&o, comparando
os implantes de células-tronco realizados 1 hora, 24 horas e 9 dias ap0s a lesédo em

modelo experimental de lesdo medular traumatica;

2.2.3 Demonstrar a possivel diferenciacdo das células-tronco implantadas,
bem como sua integracao no tecido lesado.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizadas ratas do tipo Wistar, fémeas, adultas jovens, com 90 dias de
vida no inicio dos experimentos, pesando entre 200 e 250 gramas, provenientes do
Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas de Saude da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), mantidos no ratario do Departamento de Bioquimica desta
Universidade. Os animais permaneceram alojados em caixas de Plexiglass sob
condi¢des padrdo, recebendo racdo padronizada e agua disponivel ad libitum. Os
animais foram mantidos em ambiente climatizado a uma temperatura de 21 + 2°C,
com ciclo de 12 horas claro/escuro.

Todos os procedimentos realizados estavam de acordo com o Manual sobre
Cuidados e Uso de Animais de Laboratorio aprovado pelo Instituto Nacional de
Saude dos Estados Unidos (NIH).

Os animais deste estudo foram divididos nos seguintes grupos
experimentais: a) grupo controle (animais ndo submetidos a nenhum procedimento
cirirgico ou de tratamento); b) grupo sham (animais submetidos a cirurgia de
laminectomia sem o procedimento de les&o); ¢) grupo lesédo (animais submetidos a
laminectomia e lesédo raquimedular) e d) grupo leséo + células-tronco (CT) (animais
com lesdo medular traumatica por compressao que receberam implante celular).

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS sob
0 nimero 2008037/ 2010 e pelo Comité de Etica do Hospital Moinhos de Vento de
Porto Alegre, sob o numero CEP/IEP-AHMV: 2006/42.

3.2 Lesao Medular Traumética

Todos os animais foram anestesiados intraperitonealmente com ketamina
(100mg/kg) e xilazina (5mg/kg) previamente a cirurgia de laminectomia conforme
protocolo descrito por Dasari e colegas (2008). Posteriormente, os animais foram
submetidos a tricotomia e assepsia no dorso.

Para o procedimento de laminectomia, o animal foi posicionado em decubito
ventral e uma incisdo de aproximadamente 3 cm na linha média da regido dorsal foi
realizada, expondo a regido da coluna vertebral entre T8 e T12. Os musculos

paravertebrais, inseridos entre T9 e T11 foram dissecados e seccionados. Apos
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essa exposicdo, removeu-se a Vvértebra T10 e a metade distal do processo
espinhoso de T9, sem lesdo da medula espinhal, com o uso de um microssaca-
bocados (BASSO; BEATTIE; BRESNAHAN, 1996).

A lesdo medular traumatica por contusdo foi realizada, ao nivel de T10,
através do equipamento New York University Impactor (NYU impactor) (Figura 7a),
descrito por Gruner (1992). Neste modelo, diferentes graus de lesdo medular por
compressao sédo provocados a partir da queda de uma haste com peso de 10 g das
alturas de 6.5 ou 12.5 mm (leséo discreta), de 25 mm (lesdo moderada) ou 50 mm
(lesdo grave) (Figura 7b), sobre a medula exposta apdés a laminectomia entre T9-
T10 (KWON; OXLAND; TETZLAFF, 2002). Neste estudo, foi realizada uma lesao
moderada, provocada pela queda da haste a partir da altura de 25 mm (Figura 7c).
Esse é um dos métodos mais empregados na literatura devido a sua
reprodutibilidade (McDONALD; HOWARD, 2002; McDONALD et al., 2004).

Figura 7a- NYU Impactor Figura 7b- Alturas da haste

Figura 7c- Posicionamento do animal no Impactor Figura 7d- haste na medula exposta
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Figura 7e- Lesdo medular por compressao Figura 7f - Animal ap6s a lesdo medular

Apés a lesdo medular traumatica (Figuras 7d e 7e), os animais foram
suturados e mantidos isoladamente em caixas, nas mesmas condicbes de
temperatura e controle de luz. Os animais permaneciam sem movimento nas patas
posteriores, logo apods a lesdo, ficando na condigdo de paraplegia (Figura 7f). Os
animais dos grupos submetidos a lesdo medular que apresentavam movimentos
nas patas posteriores no segundo dia apés a contusado foram excluidos do estudo.
Os animais do grupo submetido somente a laminectomia (grupo sham) que
apresentaram alguma alteragdo na capacidade de caminhar, também foram
excluidos.

Todos os animais foram pesados semanalmente e receberam antibiético (0,1
ml de Baytril por 5 dias apds a leséo, para prevenir as infeccées do trato urinario.
Os animais foram submetidos a compresséao vesical manual, para esvaziamento da
bexiga urinéria (Figura 8) duas vezes ao dia, durante a primeira semana ou até que
adquirissem o controle voluntario desta funcdo, conforme descrito pelo Multicenter
Animal Spinal Cord Injury Study (MASCIS) (BASSO; BEATTIE; BRESNAHAN,
1996).
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Figura 8- esvaziamento da bexiga

3.3 Implante de células-tronco na lesé@o raqui-medular.
Dois tipos de células foram obtidos e utilizados: (1) células mononucleares

provenientes do sangue de corddo umbilical e placentario (CMN) de neonatos
nascidos a termo. A fracdo de ceélulas mononucleares contém diversos tipos
celulares, entre eles, as células-tronco hematopoéticas (CTH), e, em menor
namero, ceélulas-tronco mesenquimais (CTM); e (2) células-tronco mesenquimais
(CTM), provenientes da parede dos vasos do corddo umbilical humano.

Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos que foram tratados
com estes dois tipos celulares. As células foram injetadas através de duas vias em
trés diferentes tempos: a) na cisterna magna com o animal posicionado no
equipamento estereotaxico (Figuras 9a e 9b), 24 horas ou 9 dias ap0ds a leséo e b)
no local da leséo, diretamente na medula espinhal (Figura 9c), 1 hora ap0s a leséo.

Para a administracdo das células na cisterna magna o rato foi colocado em
decubito ventral no equipamento estereotaxico e a agulha introduzida entre o
occipital e da medula espinhal cervical (primeira vértebra cervical). Com uma agulha
de 1mL a infusdo de células foi realizada lentamente, por aproximadamente 30
segundos. As ratas do grupo que recebeu células no local da lesdo foram
mantidas anestesiadas por 1 hora. Uma agulha de 1 mL também foi utilizada para a
infusdo local com um tempo de perfusdo de 30 segundos. Nao foram observados
nem refluxo de células, nem complicacfes por causa da infusao local.

No experimento de administracdo de CMN foram administradas 5x10° de
células mononucleares provenientes do sangue de corddo umbilical humano,

conforme proposto por Dasari e colegas (2008). Estas células foram diluidas em
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150uL de NaCl 0,9% quando a via de administracdo era na cisterna magna do
animal (24h e 9 dias ap0s a leséo). A infusdo da mesma quantidade de células em
10uL de meio foi realizada quando as células eram aplicadas diretamente no local
da medula lesada (1 hora apés a leséo).

Figura 9a- Posicionamento do animal no estereotaxico Figura 9b- Administracé@o na cisterna magna

No experimento com as CTMs foram administradas 0,3x10% de CTM, obtidas
dos vasos da parede do corddo umbilical diluidas em 150uL de NaCl 0,9% quando
a via de administracdo era na cisterna magna. Quando as células eram
administradas no local da lesdo, as mesmas eram administradas diluidas em 10uL
de meio de cultura. A quantidade de células implantadas neste experimento foi
escolhida a partir de uma média das quantidades descritas por Dasari e colegas
(2007), Parr e colegas (2008) e Paul e colegas (2009) em seus experimentos
utilizando células-tronco.

Figura 9c- Local de administragdo na medula lesada
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Todos os animais que receberam células foram imunossuprimidos com
ciclosporina (10 mg/kg por dia), aplicada um dia antes e no dia da infusdo das
células, bem como durante 14 dias (ANDREWS; STELZNER, 2007). Os animais

deste estudo foram mantidos vivos por 6 semanas apos a lesdo medular.

3.3.1 Obtencéo das células-tronco

A fracdo de CMN do sangue de cordao umbilical humano foi obtida de recém-
nascidos nascidos a termo (apdés 37 semanas) de parto normal ou cesariano. As
amostras foram coletadas em bolsas de sangue contendo CPDA-1 (citrato, fosfato,
dextrose e adenina) como anticoagulante (Figuras 10a e 10b). As CMNs foram

isoladas usando centrifugagéo por gradiente de densidade em Ficoll-Paque 1.077

g/cm2 (Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ, USA), em tamp&o Dulbecco's (PBS;
GibcoBRL, Gaithersburg, MD, USA) usado para diluir o sangue (CANABARRO et
al., 2007), de acordo com o protocolo padronizado no laboratério (PRANKE et al.,
2005) (Figura 10c).

Figura 10c- Bolsa contendo o sangue do cordao umbilical
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As amostras foram obtidas no Hospital Moinhos de Vento na cidade de Porto
Alegre apds a aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica do hospital e assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos responsaveis pelos
recém-nascidos (Anexo A). As amostras do corddo umbilical humano foram colhidas
apos as maes assinarem o TCLE.

As células foram preparadas no Laboratério de Hematologia e Células-tronco
da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob a
coordenacao da Profa. Dra. Patricia Pranke.

3.3.2 Obtencdo das células-tronco mesenquimais a partir dos vasos do
cordao umbilical humano

As CTM foram recebidas congeladas do Centro de Pesquisa do Genoma
Humano do Departamento de Genética e Biologia Evolutiva da Universidade de
Séo Paulo (USP), coordenado pela Profa. Dra. Mayana Zatz.

As CTM foram obtidas de corddo umbilical de neonatos nascidos a termo.
Uma porcao de 8 cm do corddo (Figura 11a) foi cortado (Figuras 11b e 1ic) e
acondicionado em meio de transporte. As amostras foram mantidas em tubos
Falcon 50 mL com meio DMEM (DMEM- baixa glicose) com 10% de soro fetal
bovino, 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco) e 1,12 uL/ mL de gentamicina) até

o isolamento e processamento das células, que ocorreu dentro de 24 horas apés o

parto.
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Figura 11c- Esquema dos vasos da parede do corddo umbilical
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A amostra de cordao foi preenchida com colagenase tipo | (Sigma) a 0,1%
em PBS e foi incubada por 20 minutos a 37°C. Posteriormente, foi acrescentado o
meio de cultura (DMEM-LG suplementado com 10% de soro humano e 2% de
Penicilina/Estreptomicina) com o objetivo de inativar a enzima. O material que
contém as células foi coletado por friccdo do cordao umbilical utilizando pinc¢a estéril
e centrifugado a 300 x g por 10 minutos para obtenc&o do concentrado celular.

Para a proliferacdo de células aderentes, as células foram suspensas em
meio de cultura DMEM (Meio Eagle modificado Dulbecco) (Sigma Chemical Co.,
USA) contendo 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco
BRL, USA). As células foram cultivadas em placas de cultura e mantidas em
incubadora umidificada a 5% CO, e 37°C por 72 horas, quando as ceélulas ndo
aderentes foram removidas por troca de meio. As trocas subsequentes foram
realizadas a cada 3 ou 4 dias.

ApoOs a confluéncia, a cultura primaria foi lavada uma vez com solucéo de

Hank livre de calcio (Ca2+) e magnésio (Mg2+) (Sigma). Uma solucao de 0,25% de
tripsina em solucdo de Hank (Sigma) foi utilizada e as células foram incubadas por
10 minutos a 37°C. As células foram ressuspensas em meio de cultura e
plagueadas para novas garrafas de cultivo celular. Passagens subsequentes foram
realizadas de forma semelhante. As passagens (subculturas) foram realizadas
guando a cultura atingia confluéncia de, pelo menos, 90%.

As CTM foram caracterizadas imunofenotipicamente através da presenca de
marcadores de células mesenquimais e auséncia de células hematopoiéticas,
através de citometria de fluxo, usando-se o equipamento FACSCalibur (BD,
Brasil). A diferenciacdo das CTM em tipos celulares utilizados para a confirmacao
da identidade da populacéo foi testada a partir da quinta passagem. Os ensaios de
diferenciagdo em linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica foram
realizados seguindo os protocolos ja padronizados e descritos previamente por
Secco e colegas (2008).

Os procedimentos de coleta e preparo das células foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da USP.

Apds o recebimento das células congeladas do Centro de Pesquisa do
Genoma Humano em Sé&o Paulo, as mesmas foram descongeladas, colocadas em

cultura no Laboratério de Hematologia e Células-tronco em Porto Alegre e, ao
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serem implantadas nos animais com lesdo medular, foram lavadas e contadas.

3.4 Avaliacao Funcional

Os déficits funcionais e a recuperacao funcional foram avaliados através da
atividade locomotora em campo aberto (Figura 12) pela Escala de Basso, Beatie
and Bresnahan (B.B.B.), descrita em 1995 (BASSO; BEATIE; BRESNAHAN, 1995)
(Anexo B). As avaliagbes foram realizadas dois dias antes da lesédo ou do
procedimento de laminectomia, dois dias apds e semanalmente, durante seis
semanas apos a lesdo medular, seguida ou ndo do implante celular. A pontuacao da
escala foi realizada através de filmagem da atividade locomotora dos animais em
campo aberto adaptado para este experimento. Posteriormente, as filmagens foram
observadas e o0s animais avaliados por dois avaliadores “cegos” quanto ao

tratamento recebido pelos mesmos.

Figura 12- Campo aberto circular para a andlise da atividade locomotora avaliada utilizando a Escala BBB

Os avaliadores foram treinados a partir do video de treinamento produzido
pelos criadores da Escala BBB onde sao explicadas as articulagbes e movimentos a
serem avaliados. O movimento da articulacdo do quadril € 0 movimento que ocorre
entre a pelve (Figura 13a), o trocanter maior (Figura 13b) e o condilo do fémur
(Figura 13c). O movimento da articulacdo do joelho ocorre entre o trocéanter do
fémur, o cbndilo do joelho e o maléolo lateral do tornozelo (Figura 13d). O
movimento da articulacdo do tornozelo ocorre entre o condilo do fémur, o maléolo

lateral e a cabeca do quinto dedo (Figura 13e).
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Figura 13c- Condilo do fémur

Figura 13e- Cabeca do quinto dedo

A escala BBB avalia a funcdo motora dos membros e possui 22 valores, que
vao de O (paralisia total) a 21 (locomocéo normal). Os escores de 1 a 8 sao dados
para pequenos ou grandes movimentos das 3 articulacbes dos membros

posteriores sem suporte de peso plantar ou parada dorsal. O escore 9 € dado para
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0 suporte de peso plantar ou parada dorsal. Os escores de 10 a 20 para a melhora
progressiva na caminhada coordenada.

O escore é dado de acordo com 0os movimentos apresentados pelos animais
nas articulacbes das patas posteriores, posicdo do tronco, presenca ou ndo de
suporte de peso sobre as patas e capacidade de dar passos, coordenacdo das
patas posteriores, posicionamento da cauda do animal e capacidade de caminhar
com tronco estabilizado (BASSO; BEATIE; BRESNAHAN, 1995). Cada pata
posterior é avaliada separadamente e um escore € dado para cada uma. O valor
total do BBB do animal é dado pela média entre o escore atribuido para a pata
posterior esquerda e para a pata posterior direita.

As figuras 14a, 14b, 14c e 14d representam respectivamente a avaliacdo em
campo aberto dos animais dos grupos controle, controle cirdrgico (sham), lesdo e

leséo tratado no segundo dia ap6s o procedimento cirdrgico e/ou lesdo medular.

Figura 14a- Animal do grupo controle Figura 14b- Animal do grupo controle cirdrgico
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Figura 14c- Animal do grupo leséo Figura 14d- Animal do grupo leséo tratado

De acordo com a Escala BBB, os animais também sao classificados quanto
ao estagio de recuperacao da funcdo motora conforme a pontuacao total média, da
seguinte maneira: recuperacéo inicial quando a pontuacdo é de 0 a 7; recuperacao
intermediaria quando de 8 a 13 e, recuperacdo tardia, quando a média total de
pontos € de 14 a 21 (BASSO; BEATIE; BRESNAHAN, 1995).

3.5 Desenho Experimental

O estudo foi dividido em dois experimentos: o Experimento | envolvendo a
administragédo da fracdo de CMN de sangue de corddo umbilical humano e o
Experimento I, que envolveu a administracdo das CTM da parede dos vasos do

cordao umbilical humano.

Estes dois experimentos foram compostos por grupos experimentais com
lesdo medular traumatica e foram tratados com a fragdo mononuclear de sangue de
corddo umbilical humano (CMN) ou células-tronco mesenquimais (CTM) como
segue: (1) animais com lesdo medular traumatica, tratados com CMN ou CTM 1
hora apés a lesdo, diretamente no local da lesdo; (2) 24 horas apés a lesdo sendo
as células infundidas na cisterna magna e, (3) 9 dias apos a lesdo, também na

cisterna magna.

No grupo dos animais tratados com células 1 hora apos a lesdo, os animais
foram submetidos a cirurgia de laminectomia, lesados no equipamento NYU

Impactor e mantidos anestesiados por uma hora sem a realizacdo da sutura da
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incisdo. Somente apods a infusdo das células, os animais foram suturados e

acondicionados em caixas individuais como os demais animais dos outros grupos.

3.5.1.1 Experimento I:

Neste experimento, os animais do grupo tratado receberam a fracdo de
células mononucleares do sangue de corddao umbilical humano em trés diferentes
tempos de aplicacdo com dois diferentes tipos de administracdo das células,

conforme ja descrito anteriormente.
O experimento foi dividido nos seguintes grupos:
* grupo controle - animais sem lesdo medular ou laminectomia;
* grupo sham - animais submetidos a laminectomia sem lesdo medular;
* grupo leséo - animais com laminectomia e lesdo medular traumatica;

* grupo CMN 1h - animais com lesdo medular e infusdo local diretamente na

medula lesada de CMN 1 hora apos a leséo;

* grupo CMN 24h - animais com lesdo medular e infusdo através da cisterna

magna de CMN 24 horas ap0s a leséo;

* grupo CMN 9dd - animais com lesédo medular e infusdo através da cisterna
magna de CMN 9 dias ap0s a lesao.

3.5.1.2 Experimento Il:

No experimento Il, os animais do grupo tratado receberam as células-tronco
mesenquimais da parede dos vasos do corddo umbilical humano em trés diferentes
tempos de aplicacdo com dois diferentes tipos de administragdo das células,
também ja descrito anteriormente.

O experimento teve 0s seguintes grupos:
* grupo controle - animais sem lesdo medular ou laminectomia;
* grupo sham - animais submetidos a laminectomia sem lesdo medular;

* grupo lesdo - animais com laminectomia e lesdo medular traumatica;
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* grupo CTM 1h - animais com lesdo medular e infusédo local diretamente na

medula lesada de CTM 1 hora apés a leséo;

* grupo CTM 24h - animais com lesdo medular e infusdo através da cisterna

magna de CTM 24 horas ap6s a lesao;

* grupo CTM 9dd - animais com lesao medular e infusdo através da cisterna
magna de CTM 9 dias apos a leséao;

3.6 Andlise morfoldgica

ApOs 6 semanas da lesdo medular ou da cirurgia de laminectomia, 0s
animais foram anestesiados wusando hidrato de cloral (30%, 10mL/Kg)
intraperitonialmente e submetidos a perfusdo transcardiaca. A artéria aorta do
animal foi cateterizada para perfusdo, usando uma bomba de perfusao, inicialmente
com solucéo salina a 0,9% (150 ml) e, posteriormente, com solucéo fixadora (200
ml) composta de paraformaldeido (PFA) 4% diluido em tampé&o fosfato com pH 7,4.

Apbs esse procedimento, a coluna vertebral foi removida, entre C5 e L5
(Figuras 15a e 15b), e a regido toracica de cada medula foi pos-fixada na mesma
solucao fixadora utilizada para a perfusdo (PFA a 4%), por mais 2 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, foram crioprotegidas pela imersdo em
solucdo de sacarose 30% diluida em tampé&o fosfato, onde permaneceram por 48
horas. Depois de realizada a crioprotecdo, as medulas foram congeladas em
isopentano resfriado em nitrogénio liquido até a realizacdo das seccdes em

criostato (Leica, Germany).

Figura 15a- Remogé&o da medula Figura 15b- Medula removida
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Para avaliacao histolégica, toda a regiao toracica das medulas dos animais
foi cortada transversalmente em criostato a temperatura de -22°C, em secg¢des com
espessura de 50 um, com intervalo de 5 cortes que foram descartados, totalizando
uma distancia de 300 um entre cada corte analisado. Foram analisados 40 cortes
de cada animal, com intervalo de 300 um para manter constante o tamanho das
medulas torécicas estudadas. Posteriormente, esses cortes foram corados com a
técnica de Violeta de Cresil para a estimativa do volume da area da medula toracica
(Figura 16).

[,

Figura 16- Laminas com cortes de medulas coradas com Violeta de Cresil

Ao final do processamento histologico, todos os cortes corados da medula
toracica de cada animal foram analisados em microscépio 6ptico, sendo utilizada
uma objetiva com aumento de 2x. As imagens destes cortes foram obtidas com o
uso de uma camera digital (NIKON, Coolpix) acoplada ao microscopio. Foi utilizado
0 programa Image-Pro Plus®, versao 6.0, para a analise de volume total da medula
toracica (Figuras 17a e 17hb).
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Figura 17a- Microscépio

Figura 17b- Imagem do programa Image-Pro Plus
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Figura 17c- Cruzes sobrepostas na imagem da medula para o calculo do volume, no programa Image-Pro Plus.

O método de Cavalieri foi usado para calcular o volume total de &rea da
medula espinhal toracica através da soma das areas dos cortes transversais da

medula toracica multiplicadas pela distancia entre cada corte. Todas as areas foram
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expressas em mm? e 0s volumes expressos como mm?, de acordo com o protocolo
descrito por Arteni e colegas (2010).

A imagem da medula obtida pela camera digital e analisada pelo programa
Image-Pro Plus® sofre uma projecdo de cruzes em intervalos regulares. O niamero
de cruzes presentes dentro do limite de cada fatia da medula é contado (Figura
17c). Cada cruz possui uma area igual a 0,189 mm? e, para o calculo da area do
corte analisado, foi multiplicado o tamanho da area de cada cruz (0,189 mm?), pela
distancia entre os cortes transversais da medula (0,3 mm) pelo niamero de cruzes
identificadas em cada corte, resultando no volume de seguimento total da medula
toracica de cada animal, expresso em mm?,

O volume da medula toracica de cada grupo foi expresso pela média
calculada através dos valores encontrados em cada animal. A figura 18 demonstra a
régua utilizada na objetiva de aumento 2x como instrumento para calibrar o
programa e possibilitar a quantificacdo das imagens, para definicdo das éareas

transversais da medula toracica de cada animal de cada grupo.

Figura 18- Régua utilizada na objetiva 2x como instrumento para calibrar o programa e possibilitar a

quantificacdo das imagens da medula toracica.

A analise de imunofluorescéncia foi realizada em sec¢des montadas de 50
um que continham &reas representativas da lesdo medular, de acordo com
Mestriner e colegas (2011). Resumidamente, as mesmas foram fixadas em PFA 4%,
lavadas em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) e, ap0ds, bloqueadas por
30 min em uma solucdo contendo 3% de soro normal de cabra (NGS) (Sigma-
Aldrich) diluidos em PBS Triton-X a 3% (PBS-Tx) em temperatura ambiente. Em
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seguida, as seccdes foram incubadas overnight com o anticorpo primério diluido em
PBS-Tx e NGS e mantidas em camara fria (4°C).

No dia seguinte, as secc¢Oes foram lavadas em PBS e incubadas com o
anticorpo secundario fluorescente diluido em PBS-Tx e NGS por 2 horas em sala
escura (temperatura ambiente), seguida de lavagem em PBS. Depois disso, 0s
cortes foram montados em laminas, cobertos com meio de montagem PVA-DABCO
(Polivinil alcool) (Fluka Analytical) e laminulas (MESTRINER et al., 2001).

Os seguintes marcadores de superficie celular foram identificados através do

uso de anticorpos monoclonais: antigeno anti nuclear e celular mitético (NUMA),

para marcacao de nucleo celular humano (Mouse - IgM, MILLIPORE®, com uma
concentracdo de 1:50), proteina glial fibrilar acida (GFAP), para identificacdo de

filamentos de astrocitos (Rabbit - 1gG, SIGMA®, com uma concentracéo de 1:200),
proteoglicano sulfato de condroitina (NG2), para marcacdo de precursores de

oligodendrdcitos (Rabbit - 1gG, MILLIPORE®, com concentracdo de 1:200) e
Sinaptofisina, marcador pré-sinaptico especifico para todos os neurbénios (Rabbit -

19G, MILLIPORE®, sendo utilizado uma concentracdo de 1:200).

Todas as amostras foram processadas concomitantemente e incubadas
durante o mesmo tempo meédio. Finalizado o procedimento, utilizou-se um
microscépio a laser de varredura confocal (Olympus FV 1000) para a visualizacao
das marcacdes fluorescentes. Foram obtidas imagens do eixo-z do local da lesé&o
medular de cada animal escolhido ao acaso, para cada anticorpo, usando o
software FluoView FV 1000 (Olympus).

Como procedimentos de descarte dos materiais bioldgico e toxico, os restos
dos animais de experimentacdo foram acondicionados em plasticos brancos
identificados e armazenados em freezer a -20° até o recolhimento semanal pelo
setor de coleta especial para animais. Os rejeitos toxicos foram armazenados em

locais especificos e adequados para posterior recolhimento.

3.7 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos resultados de comportamento pela Escala de Basso,
Beatle e Bresnahann (Escala BBB), foi realizada pela Anéalise de Variancia de Uma

Via (ANOVA), para dados ndo paramétricos, expressos como mediana e
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comparados pela andlise de variancia de Kruskal-Wallis, seguido do teste pos-hoc
de Mann-Whitney. Os dados referentes ao volume da &rea da medula toracica
foram submetidos a Analise de Variancia de Uma Via (ANOVA), para dados
paramétricos, expressos como média + desvio padrao, seguido do teste post-hoc de
Duncan.

Foram considerados significativos 0s resultados que apresentaram
probabilidade menor que 5% (p<0,05). Todas as analises estatisticas foram
realizadas utilizando o pacote de software estatistico Statistical® executado em um

computador compativel.
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4. RESULTADOS

4.1 Resultados Comportamentais — Avaliacdo Funcional (Escala BBB)

Neste estudo 235 animais foram acompanhados, divididos em 143 animais no
experimento | (transplante de CMN do sangue de corddo umbilical humano) e 92
animais no experimento Il (transplante de CTM da parede dos vasos do corddo
umbilical humano).

No experimento |, foi estudado um total de 35 animais divididos nos quatro
grupos (controle total, controle cirargico, lesédo e leséo tratado) quando o transplante
foi realizado 1 hora apés a lesdo; 58 animais, quando o tratamento com células foi
24 horas apos e, 50 animais, quando as células foram injetadas 9 dias apos a lesao.
No experimento Il, um total de 34 animais foram estudos no experimento cujo
transplante foi realizado 1 hora apos a lesdo; 28 animais, quando o tratamento com
células foi realizado 24 horas apoés e, 30 animais, quando o transplante foi realizado
9 dias apos a leséao.

Os resultados a seguir sdo demonstrados em figuras de acordo com o tipo de
célula (CMN ou CTM), periodo (1 hora, 24 horas ou 9 dias apés a lesédo medular) e
tipo da aplicacdo (administracéo local ou na cisterna magna).

Para a andlise estatistica dos resultados da Escala de Basso, Beatle and
Bresnahann (Escala BBB), foi utilizada a Analise de Variancia de Uma Via (ANOVA),
para dados ndo paramétricos, expressos como mediana e comparados pela andlise
de variancia de Kruskal-Wallis, seguido do teste pos-hoc de Mann-Whitney.

Neste estudo, nos dois experimentos realizados, a avaliacdo da funcéo
motora (escore do BBB) foi realizada 2 dias antes da lesao, 2 dias apos a leséo e 1
semana, 2, 3, 4, 5 e 6 semanas ap0s 0s animais terem sido submetidos ao
procedimento cirargico e de leséo.

4.1.1 Experimento | — Aplicacdo de células mononucleares de sangue de cordao
umbilical humano (CMN)

No experimento | onde os animais lesados foram tratados com CMN, todos
0s animais dos 4 grupos atingiram o escore total na escala (21 pontos) no dia -2, o

que significa que nenhum animal apresentava déficit na locomocéo. Dois dias apos
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a lesdo contusa pelo NYU impactor, todos os animais dos grupos lesdo e dos
grupos leséo tratados com células (lesdo + CT) eram completamente paraplégicos
(sem movimento nas patas posteriores), apresentando escore 0, demonstrando que
o modelo utilizado reproduziu com eficacia a condicdo de paraplegia na lesdo

medular experimental.

Transplantelhoraapdsalesdo—administracdolocal
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Figura 19- Avaliacao locomotora pela Escala BBB. Animais tratados com administragcdo local das CMN 1h apés
a lesdo. * Diferenca entre os grupos controle (n= 8) e sham (n=9) e os grupos lesdo (n= 8) e lesdo tratado (n=
10). Mann-Whitney, p<0,05. ** Diferenca entre o grupo leséo e leséo tratado. Mann-Whitney, p<0,05.

Os resultados do experimento em que as CMN provenientes do sangue do
corddo umbilical foram administradas 1 hora apdés a lesdo medular, pela via de
administracao local, podem ser observados na figura 19. Os animais dos grupos
controle e sham (controle cirdrgico) foram diferentes significativamente dos animais
lesados, a partir do segundo dia ap6s a leséo (dia +2) (p<0,05). Isso demonstra que
todos os animais submetidos ao procedimento de lesdo apresentavam uma
importante alteracdo na capacidade de locomocdo e, que os animais que foram
submetidos somente ao procedimento cirargico ndo apresentaram qualquer tipo de

déficit sendo semelhante aos animais do grupo controle total.
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Os animais do grupo somente lesdo foram gradualmente recuperando a
performance motora das patas posteriores, visto que esse modelo apresenta um
grau de recuperagdo espontanea. Ao final da sexta semana, apresentaram uma
pontuacdo média de 13,3 pontos, ou seja, atingiram uma fase de recuperacao
intermediaria.

Os animais tratados com as células apresentaram uma recuperagao
funcional significativa a partir da segunda semana (13,4 pontos) quando
comparados com 0s animais nao tratados no mesmo periodo (10,3 pontos)
(p<0,05). Ao final das 6 semanas, esses animais foram avaliados e classificados
como estando em uma fase de recuperacao tardia (média de 17,9 pontos), sendo
maior que a pontuacdo atingida no periodo pelos animais do grupo lesdo nao
tratado (13,3 pontos). Nesta fase os animais se locomovem e podem coordenar o
passo. Esta pontuagcao dos animais tratados foi atingida a partir da terceira semana
apos a lesdo. Esse fato demonstra uma aceleracado no processo de recuperacéo da
lesdo medular quando os animais foram tratados, em uma fase ainda aguda da

lesdo (1h), com as CMN provenientes do sangue do cordao umbilical humano.
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Figura 20- Avaliagéo locomotora pela Escala BBB. Animais tratados com CMN administradas na cisterna magna
24h apés a leséo. * Diferenca entre os grupos controle (n= 14) e sham (n= 15) e os grupos lesdo (n= 15) e lesdo
tratado (n= 14). Mann-Whitney, p<0,05.
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No experimento em que 0s animais receberam o transplante das CMN 24
horas apos a lesdo na cisterna magna, os grupos controle e sham foram diferentes
significativamente dos animais lesados, tratados ou nao, a partir do dia +2 (p<0,05).
Os animais que receberam transplante ndo apresentaram diferenca significativa no
escore do BBB, quando comparados com 0s animais lesados néo tratados. Esse
achado demonstra que o tratamento 24h apds a lesdo nao foi eficaz para a

recuperacao funcional dos animais (Figura 20).
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Figura 21- Avaliagcéo locomotora pela Escala BBB. Animais tratados com CMN administradas na cisterna magna
9 dias ap0s a lesdo. * Diferenga entre os grupos controle (n= 12) e sham (n= 14) e os grupos leséo (n= 10) e
leséo tratado (n= 14). Mann-Whitney, p<0,05. ** Diferenca entre o grupo lesdo e lesao tratado. Mann-Whitney,
p<0,05.

Na figura 21 observam-se os resultados quanto a avaliacdo locomotora dos
animais lesados tratados com as CMN 9 dias apds a lesdo. Os animais dos grupos
controle e sham foram diferentes significativamente dos animais lesados, tratados
ou nao, a partir do dia +2, ou seja, no segundo dia apds serem submetidos a lesdo
medular por compressdo. Os animais do grupo lesdo néo tratado também foram
gradualmente recuperando a performance motora das patas posteriores como
aconteceu com o0s animais lesados dos grupos lesdo sem tratamento, nos
experimentos em que o transplante foi realizado 1h e 24h. Os animais desse grupo,

mesmo ndo tratados, atingiram no final das 6 semanas um total de 11,6 pontos,
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caracterizando-se como atingindo uma fase intermediaria de recuperacdo e
demonstrando a recuperagdo espontanea que ocorre nesse modelo de lesdo
medular experimental.

Os animais que receberam o transplante de CMN do sangue de cordao
umbilical placentario humano 9 dias apos lesdo, na cisterna magna, ou seja, por
administracdo sistémica, apresentaram melhor resultado funcional quando
comparados com o0s animais lesados sem tratamento, demonstrando diferenca
significativa. No entanto essa diferenga foi evidenciada somente na quinta e sexta
semana, apos lesao (p<0,05). Esses animais atingiram ao final da sexta semana,
um total médio de 14,9 pontos, caracterizando que 0s animais desse grupo
atingiram uma fase de recuperacao tardia.

A partir dos resultados do experimento |, pode-se observar que o transplante
de CMN foi eficaz tanto quando administrado imediatamente apds a lesdo (uma
hora) quanto apd6s nove dias, na administracdo local ou na cisterna magna
respectivamente. Esses achados demonstram a eficacia desse tipo de célula no
tratamento da lesdo medular experimental. O tratamento com células realizado 24
horas apés a lesdo ndo demonstrou resultados positivos, ou seja, a administracao

de células nesse periodo apds a lesdo nao foi eficaz.

4.1.2 Experimento Il - Aplicacdo de células-tronco mesenquimais da parede dos
vasos do corddo umbilical humano (CTM)

A figura 22 apresenta os resultados do experimento em que as CTM foram
administradas pela via de administracéo local 1 hora apos a lesdo. Os animais dos
grupos controle e sham foram diferentes significativamente dos animais lesados, a
partir do dia +2 (p [0B). Os animais que receberam as CTM apresentaram
maiores valores na Escala BBB a partir da primeira semana (9,4 pontos) quando
comparados com 0s animais nao tratados (4,7 pontos) (p [0B), demonstrando
uma recuperacdo funcional significativa. Ao final das 6 semanas apés a lesdo, os
animais do grupo com lesdo medular apresentaram uma pontuacao de 12,7
enguanto os animais tratados com as células-tronco atingiram um escore de 18,8

pontos.
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Figura 22 - Avaliacéo locomotora pela Escala BBB. Animais tratados com administragdo local das CTM 1h apos
a lesdo. * Diferenca entre os grupos controle (n= 8) e sham (n=9) e os grupos lesdo (n=7) e lesdo tratado (n=
10). Mann-Whitney, p<0,05. ** Diferenca entre o grupo leséo e leséo tratado. Mann-Whitney, p<0,05.
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Figura 23 - Avaliacdo locomotora pela Escala BBB. Animais tratados com CTM administradas na cisterna
magna 24h apés a lesdo. * Diferenga entre os grupos controle (n= 6) e sham (n= 9) e os grupos leséo (n=7) e
leséo tratado (n= 6). Mann-Whitney, p<0,05.



55

Na figura 23 estdo representados os resultados do experimento onde 0s
animais receberam as CTM 24 horas apoés a lesdo, por administragdo na cisterna
magna. Nesse experimento, 0s grupos controle e sham também foram diferentes
significativamente dos animais lesados, tratados ou nao, a partir do dia +2 (p>0,05).
N&o houve diferenca significativa entre os grupos de animais lesados e os lesados
ndo tratados (p>0,05), demonstrando que o tratamento com essas células-tronco
ndo provocou melhora na locomoc¢ao dos animais tratados 24 horas apos a leséo.
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Figura 24 - Avaliacdo locomotora pela Escala BBB. Animais tratados com CTM administradas na cisterna
magna 9 dias apos a lesdo. * Diferenca entre os grupos controle (n= 9) e sham (n= 8) e os grupos leséo (n=7) e
lesdo tratado (n= 6). Mann-Whitney, p>0,05.

No experimento em que 0s animais receberam o transplante de CTM dos
vasos da parede do corddo umbilical humano 9 dias apdés a lesdo, por
administracdo na cisterna magna, ndo houve diferenca significativa desse grupo
quando comparados com 0s animais lesados nao tratados. Esse achado demonstra
que o tratamento ndo produziu resultados funcionais significativos (p>0,05) (Figura
24). Os grupos controle e sham foram diferentes significativamente dos animais

lesados, tratados ou ndo, a partir do dia +2 (p<0,05).
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No experimento com as CTM, observou-se que o transplante das células
apresentou resultados funcionais positivos somente quando administrado
imediatamente apos a lesdo (uma hora apés) através da via de administragcdo local.
Portanto, as CTM foram eficazes no tratamento da lesdo medular experimental

nesse periodo de tempo.

4.2 Resultados Histologicos — Analise Histologica
Volume da medula toréacica

A analise histolégica, nesse estudo, foi realizada para verificar o volume total
da medula toracica ap0s a lesdo medular dos animais provocada pelo NYU
Impactor. Entre os animais acompanhados durante seis semanas para o0 teste
comportamental, uma média de 5 animais por grupo, por experimento, foram

perfundidos e suas medulas espinhais retiradas para analise do tamanho da leséo.

Em relacdo ao volume da medula toracica, os resultados foram expressos em
mm3, e figuras representativas estdo demonstradas como exemplo dos resultados
obtidos de acordo com o tipo de célula (CMN ou CTM) e periodo de administracao
(1h, 24h e 9 dias ap0s a leséo).

Para a analise estatistica dos resultados quanto ao volume da medula toracica,
foi utilizada a Analise de Variancia de Uma Via (ANOVA), para dados parameétricos,

expressos em médias e desvio padréo, seguido pelo teste pos-hoc de Duncan.

4.2.1 Aplicacao de células mononucleares de sangue de corddo umbilical humano
(CMN) — administragéo local e na cisterna magna

No experimento com as CMN de sangue de corddao umbilical humano
observou-se que quando as células foram administradas tanto 1 hora quanto 24
horas ou 9 dias apds a lesédo, os animas dos grupos controle e sham apresentaram
0 volume da medula toracica de 581,14 mm?3 + 57,77 e 536,72 mm?3 + 65,91,
respectivamente, ndo apresentando diferenca estatistica (p>0,05). Esse achado
demonstra que a cirurgia de laminectomia realizada no grupo controle cirdrgico, nao
provocou qualquer tipo de lesdo medular, a qual teria sido evidenciada pela
diminuicdo do volume da medula toracica quando comparado com o grupo controle.

Quando analisados os resultados do volume da medula toracica comparando
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0s animais do grupo controle e controle cirirgico com os animais lesados (435,85
mm3 £ 39,14) e lesados tratados (432,85 mm3 + 14,60), verificou-se que foram
diferentes significativamente (p<0,05).

Observou-se também que os animais submetidos a lesdo medular traumatica
por compressao que receberam o transplante de CMN, nos diferentes tipos de
administragdo demonstraram uma reducao de cerca de 25% do volume da medula
toracica comparados aos animais do grupo controle, caracterizando a lesdo
medular. Porém, nesse experimento, o grupo dos animais tratados apresentou um
volume que néo diferiu significativamente do volume apresentado pelo grupo de
animais que apresentou a lesdo medular, mas que néo recebeu as células.

A figura 25 demonstra os resultados em relacdo ao volume dos animais do
experimento em que as células foram administradas 9 dias apos a lesdo. Essa
figura exemplifica os resultados semelhantes encontrados nos trés tempos de

aplicacdo das CMN e nos dois tipos de aplicacao.

Volume da medula toracica -CMN +9d

700 -

600 -

500 -
E 0 W controle

4 -
£ m sham
(]
g 300 - H leséo
o mlesdo + CT
>

200 -

100 |

0 ,

1

Grupos

Figura 25— Volume da medula toracica no experimento com transplante de CMN 9 dias de lesdo. * p>0,05
diferenca entre os grupos controle e sham e o grupo lesdo (Duncan). # p>0,05 diferenca entre os grupos

controle e sham e o grupo leséo + CT.

Os animais dos grupos que apresentavam a lesdo medular experimental
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(lesdo e lesdo + CT) ndo foram estatisticamente diferentes quanto ao volume da
medula (p>0,05). Esse achado demonstra que houve reducédo do volume total da
medula toracica em ambos o0s grupos lesados e, que o tratamento com as CMN
quando utilizado nos animais tratados, nao reverteu a diminuicdo do volume total da
medula toracica nesses animais.

Com esses resultados, pode-se observar que no experimento com as CMN, o
transplante de células nao foi eficaz para preservar o tecido medular apés a leséo
guando administrado tanto 1h e 24h quanto 9 dias apds a lesdo. Mesmo quando as
células foram administradas no local da lesdo, o tratamento com terapia celular ndo
produziu resultado satisfatorio em promover a diminuicdo no tamanho da lesao
medular nos animais desse estudo. O transplante das células na cisterna magna
também ndo favoreceu a reversdo da lesdo morfolégica na medula toracica dos

animais tratados.

4.2.2 Aplicacdo de células-tronco mesenquimais da parede dos vasos do cordao
umbilical humano (CTM) — administracao local e na cisterna magna

Nesse experimento, o0 tratamento proposto foi o transplante das CTM
provenientes da parede dos vasos do corddao umbilical humano. Os animais dos
grupos controle (567,76 mm3 + 70,81) e sham (588,88 mm3 = 42,60) né&o
apresentaram diferenca estatistica quanto ao volume da medula toracica (p>0,05),
caracterizando que a cirurgia de laminectomia no grupo controle cirdrgico, néo
provocou nenhum déficit na capacidade de se locomover dos animais.

Os animais dos grupos controle (controle e controle cirdrgico) foram
diferentes significativamente dos animais lesados e dos lesados tratados com CTM
apos a lesdo (p<0,05). Portanto, os animais submetidos ao procedimento de lesdo
apresentaram um volume menor da medula toracica, com uma reducédo de cerca de
40%, comparados aos controles, caracterizando a lesdo medular por compressao.

Nesse experimento, o grupo de animais tratados com células 24h e 9 dias
ap6s a lesdo apresentou um volume da medula toracica que nao diferiu
significativamente ao volume apresentado pelo grupo que apresentou lesdo medular
sem tratamento (p>0,05). Esses resultados demonstram que o tratamento com as

CTM nao foi eficaz para reverter a reducdo do volume da medula toracica nos
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animais submetidos a lesédo experimental e tratados com células.

Os animais com lesdo tratados com CTM 1 hora apds lesdo, com
administracdo local das células, demonstraram diferenca significativa quanto ao
volume da medula toracica (485,91 mm?3 + 23,86) quando comparados aos animais
lesados nao tratados (297,00 mm?3 + 52,30) (p>0,05). Portanto, o tratamento com as
CTM, administradas no local da lesdo n&o provocou reducdo do volume da medula
toracica nesses animais, quando comparado aos animais submetidos somente a
lesdo medular experimental sem tratamento, promovendo, portanto, uma

neuroprotecao do tecido (Figura 26).
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Figura 26- Volume da medula toracica no experimento com transplante de CTM 1h apés lesdo. * p>0,05
diferenca entre os grupos controle e sham e o grupo lesdo (Duncan). # p>0,05 diferenca entre os grupos

controle e sham e o grupo leséo + CT. ** p>0,05 diferenca entre o grupo leséo e o grupo leséao tratado.

As figuras abaixo sdo fotomicrografias Opticas representativas de cortes
transversais da medula toracica dos animais do experimento com CTM que
receberam as células 1 hora ap6s a lesdo dos grupos controle (27a), sham (27b),
lesdo (27c) e lesdo tratado (27d). Pode se observar nas figuras que a areas das

medulas toracicas dos animais dos grupos com lesdo foi menor quando comparado
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com as areas dos animais dos grupos controles, demonstrando que a lesao medular
acarretou uma diminuicdo da area de tecido preservado da medula toracica e
consequentemente do volume total desta.

Figura 27- Cortes transversais da medula toracica, no nivel T9, de animais do experimento com CTM. Os
animais tratados receberam as células 1 hora apds a lesdo. A- animal do grupo controle; B- sham; C- lesdo; D-

lesdo + CT. Coloragéo com Violeta de Cresil em cortes de 50um de espessura. Aumento com objetiva de 2x.

E possivel observar também que a area do corte transversal da medula
tordcica do animal lesédo tratado com células-tronco é maior do que a area do
animal com lesdo sem tratamento. Portanto, o volume total da medula toracica do
animal tratado foi maior, caracterizando a possivel protecdo do tecido medular

mesmo apoés a lesdo medular compressiva nos animais deste grupo (figura 27d).

4.3 Resultados da Imunofluorescéncia

Para a identificagdo das células no local da leséo foi utilizado o antigeno anti
nuclear e celular mitético (NUMA), um marcador de nucleo celular humano. Com
isso, foi possivel avaliar a capacidade das células humanas, administradas na
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cisterna magna de migrarem para o local da lesdo, assim como a capacidade

dessas células, bem como as células administradas in situ, em sobreviverem e

permanecerem no local da lesé&o.

Figura 28- Identificacdo das células transplantadas expressando o antigeno anti nuclear e celular mitético
(NUMA). CMN do sangue de corddo umbilical humano (A, B, C) e CTM da parede dos vasos do corddo
umbilical humano (D, E, F) presentes no local da leséo, nivel T9, administradas 1h (A, D), 24h (B,E) e 9 dias
apos (C, F).

A andlise das imagens da imunofluorescéncia por microscopia confocal
mostrou que as CMN transplantadas nos animais submetidos a lesdo medular
experimental migraram para o local da lesédo quando administradas na cisterna
magna, tanto 24 horas quanto 9 dias ap0s a lesdo e sobreviveram no local (Figura
28b e c). A figura 28a demonstra que essas também sobreviveram no local da leséo
quando administradas in situ 1h apos lesao.

As CTM também migraram e sobreviveram no local da lesdo quando

administradas na cisterna magna 24h e 9 dias e permaneceram no local da lesdo. O
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mesmo fendmeno foi observado no grupo que recebeu implante de células
diretamente sobre a lesdo provocada na medula no nivel T9 1 hora apds os animais
terem sido lesados (Figuras 28d, e, f).

Esses achados permitiram concluir que as células transplantadas, tanto as
CMN quanto as CTM migraram e sobreviveram no tecido lesado até 6 semanas

apos o transplante, independente do tempo de administracao.

Figura 29- Células transplantadas mostrando dupla marcagdo usando os anticorpos NUMA (marcado em vede)
e NG2 (marcado em vermelho) para identificagcdo dos precursores de oligodendrdcitos. As figuras mostram as
CTM (A, B, C) e CMN (D, E, F) no local da lesédo, administradas 1h apés a lesdo (A, D), 24h (B, E) e 9 dias ap6s
(C, F).

A figura 29 demonstra a analise por imunofluorescéncia com a dupla
marcacao realizada nas CMN (Figuras 29d, e, f) e CTM (Figuras 29a, b, c) para
NUMA (representado em verde) para a identificacdo das células humanas e NG2
(representado em vermelho) para a identificacdo dos precursores de

oligodendrdcitos. Nao foi observada co-localizacdo destas células marcadas com
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NUMA e NG2, evidenciando que ndo houve diferenciacdo das células
transplantadas em oligodendrécitos, quando administradas 1 hora (Figura 29a, d),
24 horas (Figura 29b, e) ou 9 dias (Figura 29c, f) ap0s a lesdo. Observou-se que as
células hospedeiras marcadas com NG2 aparecem em uma estreita associacao

com as células humanas transplantadas marcadas com NUMA.

Figura 30- Células transplantadas mostrando dupla marcagdo usando os anticorpos NUMA (marcado em verde)
e GFAP (marcado em vermelho) para identificacdo dos astrécitos. As figuras mostram as CTM (A, B, C) e CMN
(D, E, F) no local da leséo, administradas 1h apés a lesdo (A, D), 24h (B, E) e 9 dias apds (C, F).

Na figura 30 esta representada a analise da imunofluorescéncia com dupla
marcacao realizada nas CTM (Figuras 30d, e, f) e CMN (Figuras 30a, b, c) para
NUMA (representado em verde) para a identificacdo das células humanas e GFAP
(representado em vermelho) para a identificagdo dos astrocitos. Também néo foi
observada nesse estudo a diferenciacdo das células transplantadas em astrocitos,

em qualquer um dos tempos de administracdo das células. Observa-se que as
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células hospedeiras marcadas com GFAP também apresentam uma estreita

associagcdo com as células humanas transplantadas marcadas com NUMA.

Figura 31- Células transplantadas mostrando dupla marcagéo usando os anticorpos NUMA (marcado em verde)
e Sinaptofisina (marcado em vermelho) para identificagdo dos neurdnios. As figuras mostram as CTM (A, B, C) e
CMN (D, E, F) no local da lesdo, administradas 1h apos a lesdo (A, D), 24h (B, E) e 9 dias ap6s (C, F).

A Figura 31 demonstra a andlise por imunofluorescéncia com dupla
marcacgao realizada nas CTM (Figuras 31d, e, f) e CMN (Figuras 31a, b, c) para
NUMA (representado em verde) para identificacdo das ceélulas humanas e da
sinaptofisina (representada em vermelho) para a identificacdo dos neurdnios. Essa
andlise teve como objetivo verificar a possivel diferenciacdo das células
transplantadas em neurdnios, tanto no transplante de CTM quanto de CMN no
tempo de 1h (Figura 31a, d), 24h (Figura 31b, e) e 9 dias (Figura 31c, f) apos leséao.
Observou-se que as células implantadas ndo se diferenciaram em neurdnios, porém
a imagem demonstra que as células hospedeiras marcadas com sinaptofisina

também parecem estar intimamente associadas com as células humanas
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transplantadas marcadas com NUMA.

Figura 32- Marcacdo das CMN transplantadas 1h apos lesé@o, no local da medula lesada com a marcagéo do
anticorpo NUMA (verde) (A, D, G) com dupla marcacdo usando os anticorpos GFAP (vermelho) (B),
Sinaptofisina (vermelho) (E) e NG2 (vermelho) (H). A sobreposicdo dos anticorpos é representada do NUMA

com o GFAP (C), com a sinaptofisina (F) e com NG2 (I).

A figura 32 € representativa das secc¢des da medula espinhal toracica dos
animais tratados com CMN 1 hora apdés a lesdo medular marcadas
duplamente com NUMA (Figura 32a, d, g) e GFAP positivas (Figura 32b),

sinaptofisina positivas (Figura 32e) e NG2 positivas (Figura 32h), ndo demonstram
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co-localizacdo dos anticorpos usados como marcacdo. As CMN no local da
lesdo parecem estar intimamente associadas as células GFAP positivas (Figura
32c), sinaptofisinas positivas (Figura 32f) e NG2 positivas (Figura 32i). Esses
achados sugerem que as células transplantadas estavam presentes no local da

lesé@o, rodeadas por astrocitos, neurénios e oligodendrdécitos.

Figura 33- Marcacéo das CTM, transplantadas 1h apds lesdo, no local da medula lesada com a marcagao do

anticorpo NUMA (verde) (A, D, G) com dupla marcacdo usando anticorpos GFAP (vermelho) (B), Sinaptofisina
(vermelho) (E) e NG2 (vermelho) (H). A sobreposi¢ao dos anticorpos é representada do NUMA com o GFAP (C),

com a sinaptofisina (F) e com NG2 (I).
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A co-localizacdo dos anticorpos nao foi observada nos experimentos onde foi
realizado o transplante da fracdo de CMN. Estes achados sugerem que, apesar das
células transplantadas terem sido encontradas no local da lesdo, mesmo apds 6
semanas de transplante, as mesmas nao se diferenciam nem em células gliais e

nem em células neurais.

As imagens da imunofluorescéncia da medula toracica dos animais tratados
com CTM 1 hora apos a lesdo medular marcadas duplamente com NUMA (Figuras
33a, d, g), GFAP positivas (Figura 33b), sinaptofisina positivas (Figura 33e) e NG2
positivas (Figura 33h), ndo demonstram co-localizacdo entre o0s anticorpos
marcados. No entanto, essas células transplantadas estavam presentes no local da
lesé@o, e parecem ter ao seu redor astrécitos (Figura 33c), neurbnios (Figura 33f) e
oligodendrdcitos (Figura 33i). Contudo, também ndo foi possivel observar a

diferenciacdo das CTM em astrocitos, oligodendrocitos ou neurdnios.

A partir dos resultados da imunofluorescéncia, tanto nos experimentos onde o
tratamento da lesdo medular experimental foi realizado com as CMN quanto nos
experimentos usando as CTM, independente do tempo ou tipo de administracao das
células, foi observado que as células sobreviveram no local da lesdo. A
sobrevivéncia parece néo ter sido relacionada com o tempo da administracdo das
células, pois as mesmas sobreviveram mesmo quando administradas 1 hora apoés a

lesdo.

A presenca das células no local da lesdo também parece nédo ter sido
relacionada com o tipo de administracdo, pois as mesmas foram encontradas junto
a lesdo mesmo quando foram administradas na cisterna magna. As células
humanas implantadas néo se diferenciaram em células gliais ou em neurdnios, em
nenhum dos experimentos, demonstrando que as células permaneceram no local

da lesdo, porém ndo demonstrando diferenciagéo celular.
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5. DISCUSSAO

Aproximadamente 12.000 novos casos de lesao medular ocorrem por ano
nos EUA, com cerca de 300.000 pacientes vivendo com déficits neuroldgicos. O
dano nervoso na lesdo medular ocorre na maioria dos casos como resultado de
efeitos combinados da leséo fisica inicial e da subsequente resposta inflamatoria
causada, em parte, pela resposta imune celular a lesdo e pela isquemia local
(ONOSE et al., 2009). Nao existe tratamento eficaz para a lesdo medular, o que
torna a incapacidade motora e sensorial permanente nos pacientes com este tipo de
lesdo (HYUN; KIM, 2010; PARK et al., 2010).

A complexa fisiopatologia da lesdo medular, que consiste de mecanismos
primarios e secundarios, pode explicar a dificuldade em definir uma terapia
adequada (OYINBO, 2011). O transplante celular vem sendo considerado uma
estratégia importante para o tratamento das lesdes medulares e € assunto de
muitos estudos pré-clinicos nas ultimas duas décadas (TETZLAFF et al., 2011).

A presente Tese teve como objetivo estudar a eficicia do tratamento da leséo
medular experimental com o uso de terapia celular. Os resultados encontrados
demonstram que o tratamento coma fracdo de células mononucleares do
sangue do corddo umbilical humano e com as células-tronco mesenquimais da
parede dos vasos do corddao foram capazes de promover a recuperagao
funcional em ratas Wistar submetidas a contusdo da medula espinhal quando as
células foram administradas tanto na cisterna magna como diretamente no local da

lesao.

5.1 Tempo, local de administracdo e quantidade das células

A melhora funcional apés a lesdo medular experimental com o uso de
células-tronco ja havia sido demonstrada previamente por varios autores. Células-
tronco embrionarias transplantadas em ratos submetidos a lesdo
medular moderada usando o NYU impactor, nove dias apos a lesédo, diretamente na
medula favoreceram a recuperacao funcional dos animais (COUTTS; KEIRSTEAD,
2008). Harris (2008) transplantaram células-tronco do sangue do
corddo umbilical cinco diasap6s a lesdo medulare verificaram melhora

funcional significativa em comparacdo com animais nao tratados. O transplante de
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células-tronco da medula 6ssea (CHOPP et al., 2000; VAQUERO et al., 2006) e de
células-tronco mesenquimais humanas (LEE et al., 2007; OSAKA et al., 2010) na
medula lesionada de ratos uma semana apos a lesdo também produziu
recuperacdo funcional verificada através da avaliacdo da funcdo motora pela
escala BBB.

No presente estudo, embora ambos o0s grupos tratados com CMN
administradas 1 h ou 9 dias ap0s a lesdo mostraram melhora da fungdo motora dos
membros posteriores e da marcha, o maior desempenho foi mostrado pelo grupo
tratado 1 hora ap0s a lesdo, evidente a partir da segunda semana apds o
transplante. O tratamento com CTM foi eficaz somente quando realizado 1 hora
apos a lesdo e pareceu ser mais eficaz na recuperacdo motora apos a lesédo
medular do que o tratamento com CMN. Para Wright e colegas (2011), as CTM
transplantadas modificam o ambiente inflamatdrio na fase aguda e reduzem os
efeitos inibitdrios da cicatriz tecidual na fase subaguda e cronica, favorecendo assim
os resultados quando as células sdo administradas na fase inicial da lesao.

O transplante de células mononucleares do sangue do corddo umbilical
humano no local da lesdo (administracdo local) imediatamente apds a lesdo (1h), na
fase inicial da lesdo, apresentou melhores resultados funcionais no tratamento da
lesdo medular experimental. Resultados de Osaka e colegas (2010) também
mostraram que quando a administracdo de células-tronco foi realizada seis horas,
um dia, 3, 7,14, 21 e 28 dias apds a lesado, os resultados funcionais foram mais
significativos quando as células-tronco foram administradas 6 horas, le 3
dias. Nandoe Tewarie e colegas (2009) observaram que as células-tronco da
medula 6ssea sobreviveram mais tempo no ambiente da lesdo, uma semana apos,
ao serem transplantadas 15 minutos e 3 dias, diretamente na medula lesada,
quando comparado com 7 e 21 dias ap0s uma lesdo moderada.

No estudo de Kao e colegas (2008), células CD34+ derivadas do sangue do
corddo umbilical humano foram implantadas na veiada cauda imediatamente
apos os ratos serem submetidos a lesdo da medula espinhal induzida
por compressdo. O grupo tratadocom a administracdo sistémica de células
CD34 + (células-tronco hematopoéticas) mostrou melhora funcional com
restauracdo da funcdo do membro posterior. Os resultados desses autores

corroboram com 0s obtidos em nosso estudo em que se verificou que o tratamento,
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tanto com as CMN quanto com as CTM, 1 hora apoés a leséo foi mais eficaz quanto
a recuperagado motora dos animais.

A maioria dos transplantes de células-tronco mesenquimais ou
hematopoéticas ocorre na fase aguda da lesdo medular. O ambiente agudo da
lesdo medular pode influenciar os mecanismos pelos quais o enxerto de CTM ou de
CMN poderia induzir a protecdo/reparacao, o que difere do ambiente crénico. Na
fase aguda, a estratégia € antinflamatéria e na subaguda e cronica, é
neuroestimuladora (WRIGHT et al., 2011). Esse possivel efeito antiinflamatoério das
células-tronco na fase aguda da lesdo medular pode explicar os resultados
encontrados quando as CMN e as CTM foram transplantadas 1 hora apos a leséo,
ou seja, na fase inicial da lesdo. Essas células podem ter atuado na reducdo da
resposta inflamatoria provocada pelo trauma inicial, reduzindo assim o0s
mecanismos secundarios da lesdo medular.

Neste estudo observou-se que tanto as CMNs quanto as CTMs
administradas nos diferentes locais demonstraram resultado funcional,
independente da dose utilizada. No experimento com as CMNs a dose utilizada foi
de 5x10° de células no local da lesdo e na cisterna e provocou melhora funcional,
demonstrando que o resultado ndo foi dose-dependente. A dose provavelmente néao
influenciou nos resultados funcionais nesse estudo e, sim, o tipo e tempo de
administracao.

Cizkova e colegas (2006) utilizaram 1x10° de CMNSs intravenosamente para
tratar a lesdo medular em ratos; Deng e colegas (2008) e Zhao e colegas (2004)
transplantaram na medula lesada 0,25x10° e 5x10* de fracdo mononuclear de
células respectivamente e Urdzikoca e colegas (2006) administraram uma dose de
2x10° de CMNs intravenosamente. Dasari e colegas (2008) injetaram 5x10° de CMN
no local da leséo, assim como nesse estudo. Nesses estudos citados, assim como
nesta tese, foram observados resultados funcionais significativos nos animais
tratados com células quando comparados com os animais do grupo controle. Os
resultados encontrados, mesmo com doses diferentes da fracdo de células
mononucleares (250.000 — 5.000.000 de células), sugerem que a dose néao
influenciou nos resultados funcionais e, que provavelmente, o tempo da
administracao pode ter influenciado mais significativamente na recupera¢cdo motora

dos animais estudados.
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No experimento com as CTMs a dose utilizada foi de 0,3x10° de células tanto
no local da lesdo quanto na cisterna e nos trés tempos de administragcdo. Nesse
experimento os animais tratados apresentaram melhora funcional somente quando
esta quantidade de células foi injetada 1h apds a lesdo, demonstrando que o
resultado também nado foi dose-dependente, mas provavelmente dependente do
tempo em que foi realizada a administracdo das células. Ankeny; McTique; Jakeman
(2004) utilizaram a mesma dose de CTMs utilizada neste estudo diretamente na
medula lesada no segundo dia apdés a lesdo, poréem nado observaram melhora
funcional significativa avaliada pelo BBB. O que difere um estudo do outro &
somente o tempo em que as células foram injetadas diretamente na area da lesao.

Paul e colegas (2009) utilizou uma dose de 1x10° de CTM e observou que a
administracdo desta quantidade de células no liquor da regido lombar de ratos com
lesdo medular foi mais eficaz na recuperacédo locomotora do que a administracado
intravenosa. Ohta e colegas (2004) implantaram no liquor do quarto ventriculo, logo
apos a lesdo medular, uma dose de 5x10° de CTMs e observaram que 0s animais
tratados com as células obtiveram escores no BBB mais altos do que os animais
nao tratados. Estes achados também sugerem que o resultado funcional
significativo quanto a recuperacdo motora esta provavelmente mais relacionado ao
tempo de administracdo do que a dose ou local onde as células foram

transplantadas.

5.2 Tipo celular

O sangue do corddo umbilical é fonte das células-tronco hematopoiéticas e
mesenquimais. O transplante de CT adultas, particularmente as hematopoiéticas e
as mesenquimais, tem sido utilizado como estratégia, pois estas células tém a
capacidade intrinseca de localizar o sitio da lesdo dentro do SNC. Em animais com
0 processo inflamatorio ativo essas CT tém a capacidade de migrar para o local da
lesdo, quando néo injetadas in situ (homing) (AZARI et al., 2010).

Um dos aspectos considerados mais interessantes do uso das células-tronco
do sangue de corddo umbilical humano é a habilidade destas células de migrar para
a area da lesdo e se enxertar nesta area apos o transplante através da infusao
intravenosa. Esse fato pode eliminar a necessidade de introduzir as ceélulas-tronco

diretamente na lesdo. Essas células distribuem-se diretamente na lesdo e na
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maioria da area de lesdo secundaria, ndo sendo encontradas em areas intactas da
medula dos animais lesados. Sabe-se que as CT liberam fatores tréficos que podem
ser suficientes para recuperar o tecido lesado e consequentemente favorecer a
recuperacdo motora (SAPORTA et al., 2003).

As CT do sangue do corddo umbilical humano sao descritas como
estratégia de tratamento quando usadas em transplantes de células para tratar
a lesao medular experimental. Dasari e colegas (2008) trataram
animais submetidos a uma lesdo por contusdo com células mononucleares do
sangue do corddo umbilical humano. Os animais foram submetidos ao tratamento
7 dias apoés a lesao, diretamente no local da lesdo. Os ratos transplantados tiveram
uma melhora significativa funcional seis semanas apés o transplante.

As CTM também exibem um tropismo para o local do dano tecidual, que
pode diminuir a necessidade do transplante destas células diretamente no local da
leséo. A aplicacdo de CTM intravenosamente em um modelo de lesdo medular em
roedores demonstrou que as células podem migrar para o tecido lesado no SNC e
integrar-se mesmo apés 3 meses do transplante (WRIGHT et al., 2011).

Essa caracteristica que as CMN e as CTM possuem de migrar para a area
da lesdo quando administradas sistemicamente favorecem o0 uso das mesmas
quando a administracdo das ceélulas ndo for feita imediatamente a lesdo. Isto
também explica o fato das células transplantadas neste estudo terem sido
identificadas, junto ao local da lesédo mesmo quando a administracdo das mesmas
foi realizada na cisterna magna dos animais.

O uso dos varios tipos de células tem sido definido baseado no potencial de
cada uma para formar mielina e para promover e guiar o crescimento axonal. Muitas
dessas células secretam fatores troficos, os quais podem ter efeitos neuroprotetores
e ou promover plasticidade na regido da medula que néo foi lesada (TETZLAFF et
al., 2011).

Os tratamentos experimentais de traumas no SNC podem ser agrupados em
duas distintas estratégias: neuroprotecdo e neuroreparagdo/neuroregeneracdo. A
neuroprotecao refere-se a inibicdo da morte de células do parénquima do SNC apos
um trauma. Neuroreparacdo refere-se a regeneracdo de axbnios gravemente
lesados ou crescimento de axOnios intactos para inervar alvos desnervados. As

CTM tém sido usadas para estas duas estratégias (AZARI et al., 2010).
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As CTM do sangue do corddao umbilical humano tém grande capacidade de
se diferenciarem em células nervosas e uma promissora estratégia terapéutica para
as lesbes medulares. O transplante das CTM de sangue de corddo umbilical na
medula espinhal lesada pode ter as seguintes fungbes: compensar a
desmielinizacdo; diminuir o efeito inibitério do crescimento axonal; promover a
regeneracao axonal; recolocar as células perdidas e direcionar os axdnios para 0s
alvos apropriados (MALGIERI et al., 2010)

Uma das possibilidades de tratamento da lesdo medular consiste em reduzir
as consequéncias da lesdo secundaria como a inflamacdo, o edema e a formacao
da cicatriz glial. Essa estratégia terapéutica € efetiva somente na fase aguda e
subaguda da leséo, porque a cicatriz glial depois de formada serviria de barreira
gue nao seria facilmente removida e porque as células gliais e neuronais lesadas
seriam dificeis de serem restauradas no estagio crénico da lesdo (HYUN; KIM,
2010).

Ja os transplantes celulares feitos na primeira ou segunda semana apos a
lesdo definidos como tratamento subagudo em roedores submetidos a modelos de
lesdo medular geralmente apresentam resultados pobres devido a grande resposta
inflamatadria iniciada no momento da lesdo (TETZLAFF et al., 2011). Esse fato pode
justificar os resultados positivos encontrados neste estudo quando o tratamento
com células-tronco foi realizado ainda 1 hora apds a lesdo. Entretanto, Hyun; Kim
(2010) referem que o transplante celular ndo deveria ser realizado durante o estagio
inflamatorio agudo, pois as citocinas presentes no ambiente de lesdo devido a
inflamacédo diminuem a sobrevivéncia das células transplantadas.

Em nossos experimentos, foi observada a sobrevivéncia das células
transplantadas mesmo quando o transplante foi realizado na fase aguda (1 hora
apos a lesdo). Parece que essas células além de sobreviverem favoreceram a
reducao do processo inflamatdrio inicial caracteristico da lesdo medular traumatica.

Para Azari e colegas (2010), as células-tronco podem nao sobreviver apos o
transplante como resultado de um ambiente hostil do tecido do SNC que esta
lesado que potencializa a morte de células endbgenas exacerbando a reposta
inflamatoria e expandindo o volume da lesdo. Esse fato pode justificar o uso da
terapia celular com células-tronco em uma fase mais tardia da lesdo medular e

explicar assim, os resultados positivos encontrados no experimento em que as CMN
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foram transplantadas 9 dias apos a leséo.

No presente estudo, observou-se que as células transplantadas, tanto as
mononucleares quanto as mesenquimais migraram e sobreviveram no tecido lesado
até 6 semanas apds o transplante. As células parecem estar presentes em maior
namero nos animais que receberam a infusdo de células diretamente no local da
lesdo 1 hora apoOs lesdo, em comparagdo com aqueles animais que tinham
células administradas 24 horas e 9 dias apés a lesdo na cisterna magna.

Estes achados sugerem que a administracdo local das células favorece a
sobrevivéncia e o efeito destas na recuperacdo da lesdo. Neste trabalho, a
administracéo local foi realizada somente na fase aguda, porém alguns estudos
prévios realizaram o transplante local em fase subaguda ou crénica com resultados
semelhantes de recuperagdo, como o estudo realizado por McDonald; Howard
(2002), em que foram transplantadas CT embrionarias em ratas submetidas a leséo
medular moderada através do NYU impactor, 9 dias ap0s a lesdo, diretamente na
medula lesada, e o estudo de Sharp e colegas (2010), que transplantaram células
progenitoras de oligodendrdcitos derivados de células-tronco embrionarias 7 dias
apos a leséo no local da lesdo. Ambos os estudos mostraram melhora funcional dos
animais lesados. Chopp e colegas (2000) administraram células-tronco da medula
0ssea na medula lesada e observaram que os animais tratados apresentaram uma
significativa recuperacao funcional no BBB.

Vaguero e colegas (2006) verificaram que a administracdo local favoreceu a
melhora funcional quando comparada com a administracdo endovenosa. Esses
autores observaram que no grupo tratado com células-tronco da medula éssea no
local da lesé&o, a recuperacéo iniciou precocemente e atingiu um platé maior do que
0S animais do grupo com administragao sistémica, que apresentaram uma melhora,
porém discreta. Em nosso estudo, os animais tratados com células diretamente na
lesdo também apresentaram uma reposta funcional maior do que 0s animais que
receberam células através da cisterna magna.

Com base nos resultados encontrados por nds € possivel afirmar que a
administracdo local parece ser a melhor via de administragdo por favorecer a
presenca e sobrevivéncia das células no ambiente da lesdo. A administracdo na
cisterna magna, neste estudo, também demonstrou ser uma via de administracao

vidvel, pois também favoreceu a presenca de células transplantadas no local da
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lesdo, apesar de parecerem estar em menor numero na area da leséo, de acordo
com as imagens obtidas por imunofluorescéncia no estudo. De acordo com Saporta
e colegas (2003), as células de sangue de corddao umbilical, quando injetadas
diretamente no liquor em ratos com lesdo medular, migram para o tecido medular
lesado, favorecendo a recuperacao funcional dos animais.

Os resultados do experimento com as CMN, quanto ao volume total da
medula toracica, demonstraram que o transplante de células néo foi eficaz. Quando
as células foram administradas tanto no local da lesdo quanto na cisterna magna, o
tratamento ndo produziu resultado em relacdo ao tamanho da lesdo medular nos
animais, nao favorecendo a reversao da lesdo morfoldégica na medula toracica dos
animais tratados. Nos experimentos com as CTM, o grupo de animais tratados 24h
e 9 dias ap6s a lesdo apresentou volume da medula toracica que nao diferiu
significativamente ao volume apresentado pelo grupo com lesdo medular, mas que
nao foi tratado. Ou seja, o tratamento com CTM nesses periodos de administracéo,
ndo foi eficaz para reverter a reducdo do volume da medula toracica nos animais
submetidos a lesédo experimental.

A administracdo de CTM no local da lesdo 1 hora apds a lesdo preveniu
parcialmente a reducdo do volume da medula toracica nestes animais quando
comparado aos animais submetidos somente a lesdo medular experimental sem
tratamento, ou seja, promoveu neuroprotecdo tecidual. Tetzlaff e colegas (2011)
referem que as células-tronco secretam fatores troficos, os quais podem ter efeitos
neuroprotetores e/ou promover plasticidade na regido da medula que néo foi lesada.
Durante a fase secundaria da lesédo medular, a area do trauma aumenta (OYINBO,
2011). O volume da lesédo esta relacionado com os mecanismos secundarios da
lesdo medular. Os animais tratados com CTM 1 hora apds a lesdo, em nosso
estudo, ndo demonstraram reducéo significativa do volume da medula toracica
guando comparados com 0s animais do grupo controle. Este fato pode ter ocorrido
devido a neuroprotecdo causada pela diminuicdo dos efeitos da fase secundéria da
lesdo medular, como efeito provocado pelas células-tronco transplantadas ainda em

uma fase aguda.

5.3 Mecanismos de acao das células-tronco

Para Kim; Lee; Kim (2010), as células-tronco mesenguimais agem como



76

neuroprotetoras por secretarem varios fatores neurotréficos como BDNF, NGF e
VEGF. Essa caracteristica pode explicar o menor tamanho de lesdo encontrado no
grupo de animais lesados deste estudo, que foram tratados com as CTM no local da
lesdo na fase aguda. Tem sido demonstrado também que o transplante das CTM do
sangue do corddo umbilical humano esta associado com a reducdo da cicatriz glial
por up-regulation da metaloprotease-2 matriz (MMP-2), uma gelatinase que tem a
capacidade de degradar a cicatriz tecidual, podendo favorecer assim, a reducdo do
volume da lesédo (AZARI et al., 2010). Uma diminuicdo na regulacdo de moléculas
apoptoticas e um aumento na regulacdo em moléculas anti-apoptoéticas tem sido
relatado apos o transplante de células mesenquimais de medula éssea em ratos
com lesdo medular por compressao (DASARI et al., 2007).

As CTM podem inibir a citocina pro-inflamatoria interleucina 1 (IL-1) pela
secrecdo do receptor antagonista (IL-1 RN) e também pela inibicdo da producédo de
outra citocina pro-inflamatéria, o fator de necrose tumoral alfa (TNFo) pelos
macrofagos ativados (ORTIZ et al., 2007). As CTM tém demonstrado efeitos tréficos
através producdo de varios fatores de crescimento e citocinas (CAPLAN; DENNIS,
2006). Essas células sintetizam VEGF, BDNF e NGF que estimulam o crescimento
do nervo (WRIGHT et al.,, 2011). As CTM, ao serem transplantadas, tém a
habilidade de responder ao estimulo do ambiente da lesdo medular aumentando a
sintese de vérias citocinas com IL-6, IL-7 e VEGF (ZHUKAREVA et al., 2010).

A analise com imunofluorescéncia revelou que as células transplantadas
foram identificadas no local da lesdo e que estas sobreviveram pés 6 semanas da
lesdo, porém sem evidéncia de diferenciacdo celular. Tanto nos experimentos onde
foi realizado o transplante de células mononucleares de sangue de corddo umbilical
humano quanto nos experimentos em que foram transplantadas ceélulas-tronco
mesenquimais, a co-localizacdo dos anticorpos para verificar a diferenciacéao celular
das células transplantadas néo foi observada. Estes achados sugerem que, apesar
das células transplantadas terem sido encontrados no local da lesdo, mesmo apos 6
semanas de transplante, estas nao se diferenciam em células gliais nem em células

neurais.

N&o se observou a diferenciacdo das células transplantadas em astrocitos,
apesar de terem sido identificadas no local da lesdo células expressando GFAP.

Sugere-se que a expressao deste marcador caracterize uma proliferacao celular em
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resposta a lesdo medular. A formacdo de uma cicatriz glial ao redor da lesao é
caracterizada pelo elevado nimero de astrocitos local e, esta resposta astrocitaria
inicia imediatamente apds a lesdo, mantendo-se ao longo do tempo (BECKER;
SADOWSKY; MCDONALD, 2003; COUTTS; KEIRSTEAD, 2008).

Na lesdo medular traumatica, a maior parte da injuria ao neurdnio e glia esta
completa em 24 horas e 50% dos oligodendrécitos morrem dentro destas primeiras
24 horas apos a lesdao. Porém, a morte celular de oligodendrdcitos ainda ocorre por
varias semanas degenerando os tratos de substancia branca. A proliferacdo de
células expressando NG2 € maxima 3 dias apos esta lesdo (McDONALD;
HOWARD, 2002; LYTLE; VICINI; WRATHALL, 2006). Os resultados deste estudo
demonstraram que no local da lesdo, foram observadas células expressando NG2,
caracterizando que precursores de oligodendrdcitos proliferaram apés a lesao
medular. Quando as células transplantadas foram analisadas e marcadas com o
anticorpo anti-Numa, verificou-se que nao houve diferenciacdo destas em
oligodendrdcitos, sugerindo que as células expressando NG2 eram células em

resposta enddégena a leséo.

Alguns autores mostraram que células mononucleares de sangue de
corddo umbilical transplantadas apés a leséo, diretamente no local da leséo,
diferenciaram-se em oligodendrocitos (DASARI et al., 2008).
Mcdonald; Howard (2002) observaram que amaioria das células-tronco
embrionarias transplantadas diretamente na lesdo medular por compressdo em
ratos, diferenciaram-se em oligodendrocitos, astrécitos e neurdnios. No estudo
da Vaquero e colegas (2006), a administracdo de células-tronco derivadas da
medula 0ssea na medula espinhal de ratos paraplégicos promoveu a recuperacao
funcional e mostrou uma significativa diferenciacdo neuronal. Lee e colegas (2007)
implantaram células-tronco mesenquimais ap6s uma lesdo medular experimental e
observaram que apenas um pequeno numero de ceélulas diferenciaram-se em

neurdnios e astrocitos.

No entanto,o0 estudo de Park e colegas (2010) demonstrou que o
transplante de  células-tronco causa melhora  funcional, sem diferenciacao
em neurbnios ou astrocitos, corroborando com 0s nossos resultados. Gu e

colegas (2009) também nao encontraram nenhuma diferenciacdo das células em
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neurdnios, astrocitos e oligodendrdcitos quando células mesenquimais da medula
O0ssea foram injetadas 7 dias ap0s a lesdo, apesar destas células terem sobrevivido

e sido encontradas no local da lesdo ap6s 4 semanas.

O potencial da terapia com células-tronco ndo esta necessariamente
relacionado a substituicdo de neurdnios perdidos. A explicacdo mais provavel
parao efeito benéficode  células-tronco poderia serque as células
transplantadas quando migram para o ambiente da lesdo, expressam fatores que
favorecem a regeneracgdo do tecido nervoso ou ativam mecanismos compensatorios
e células-tronco endogenas dentro do tecido (CHOPP et al., 2000). Essa pode ser a
explicacdo do motivo pelo qual, no presente estudo, apesar das células
transplantadas nédo se diferenciarem, os animais apresentaram melhora significativa
funcional.

As células implantadas podem ter contribuido para a resposta endogena a
lesdo secundaria, favorecendo a regeneracdo, ou seja, as mesmas promoveram o
efeito paracrino. Portanto, as CT transplantadas podem influenciar o ambiente da
lesdo para fornecer fatores de crescimento e sinalizar a proliferacdo de células
progenitoras ou células-tronco endégenas (URDZIKOVA et al., 2006; ROSSI et al.,
2010). Esse fato parece favorecer a reparacdo endogena devido a fatores
neurotroficos liberados pelas células transplantadas (CHOPP et al.,, 2000;
VAQUERO et al., 2006). Assim, os beneficios funcionais observados pelas células-
tronco utilizadas para o tratamento da lesdo medular pode nao ser pela integragéo
destas células no tecido lesado da medula espinhal, mas devido a producédo de
fatores benéficos que levariam ao aumento da protecdo da lesdo secundaria
(URDZIKOVA et al., 2006).

Uma vez no local de lesdo, as CTM podem secretar fatores de sobrevivéncia
como fator de crescimento insulinico (insulin-like growth factor — IGF), fator
neurotréfico derivado do cérebro (brain derived neurotrophic factor — BDNF), fator de
crescimento endotelial vascular (vascular endothelial groeth factor — VEGF), fator de
crescimento fibroblastico 2 (fibroblast growth factor-2 — FGF2) e fator de
transformacao do crescimento (transforming growth factor-beta — TGFB) (NAKAGAMI
et al., 2005; SADAT et al., 2007). As CTM tém demonstrado efeitos troficos atraves
producdo de varios fatores de crescimento e citocinas (CAPLAN; DENNIS, 2006).
Essas células sintetizam VEGF, BDNF e NGF que estimulam o crescimento do nervo
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(WRIGHT et al., 2011).

As propriedades das CTM incluem a possibilidade de enxerto no tecido
hospedeiro, o efeito imunossupressor e a capacidade de reparar o tecido lesado
devido a mecanismos como a reparacao do microambiente pelo efeito paracrino dos
fatores de crescimento e das citocinas produzidas pelas células enxertadas
(MALGIERI et al., 2010). Para Wright e colegas (2011), existe uma dinamica relacao
entre as CTM transplantadas e o ambiente hospedeiro da lesdo medular. As CTM
do sangue do corddo umbilical humano tém grande capacidade de se diferenciarem
em células nervosas e uma promissora estratégia terapéutica para as lesbes
medulares. O transplante das CTM de sangue de corddo umbilical na medula
espinhal lesada pode ter as seguintes fungbes: compensar a desmielinizacao;
remover o efeito inibitério do crescimento axonal;, promover a regeneracdo axonal,
recolocacdo das células perdidas e direcionamento dos axbnios para alvos
apropriados (MALGIERI et al., 2010).

Esse achado pode explicaro fato de que, apesar das células
transplantadas nédo se diferenciarem os animais tratados apresentam uma melhora
funcional significativa. O implante de CMN do sangue do corddo umbilical humano
(fracdo onde estdo todas as células progenitoras e tronco do tecido) pode ter
favorecido a resposta endogena para a lesdo secundéaria, ou seja, a promocao
da regeneracdo. Em outras palavras, essas células podem ter exercido um
efeito paracrino. Assim, 0 transplante de células mononucleares pode ter
influenciado o ambiente de lesdo para fornecer fatores de crescimento e
sinalizacdo para a proliferacdo de células progenitoras ou ceélulas-tronco
endogenas (URDZIKOVA et al., 2006; ROSSI et al., 2010). Com isso, ocorrendo um
favorecimento, quanto a reparacdo devido a fatores neurotroéficos liberados pelas
células transplantadas (CHOPP et al., 2000; VAQUERO et al., 2006). Essas células
liberam fatores troficos que podem ser suficientes para recuperar o tecido lesado e
conseqguentemente favorecer a recuperacdo motora (SAPORTA et al., 2003).

Para Tetzlaff e colegas (2011), os efeitos benéficos da terapia celular sé&o
multifatoriais e geralmente € dificil atribuir somente a um mecanismo. Neste estudo,
pode-se verificar que os resultados obtidos a partir do tratamento da lesdo medular
experimental com terapia celular por células-tronco foram provavelmente

favorecidos pelos efeitos provocados por fatores troficos liberados em resposta
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endogena as células que foram transplantadas e sobreviveram no local da leséo.
6. CONCLUSOES

Os dados obtidos através dos experimentos desenvolvidos nesta tese
permitem concluir que:

# o tratamento da lesdo medular experimental em ratas Wistar com a fracdo de
células mononucleares do sangue de corddo umbilical humano e com células-tronco
mesenquimais dos vasos do corddo umbilical humano promoveu a recuperagao

funcional;

# os animais tratados com a fracdo de células mononucleares do sangue do
corddo umbilical apresentaram uma melhor recuperacdo funcional quando as
células foram administradas ainda na fase aguda da lesdo (1h) ao serem
comparados com 0s animais tratados 9 dias ap6s a lesdo. O tratamento com a
fracdo de células mononucleares do sangue do corddo umbilical 24 horas apoés a

lesdo ndo apresentou melhora funcional;

# 0s animais tratados com células-tronco mesenquimais da parede dos vasos
do cordao umbilical humano apresentaram recuperacédo funcional quando as células
foram administradas 1 hora ap0s a lesdo. A administracdo destas células 24 horas e

9 dias ap0s a lesédo nao favoreceu a melhora funcional,

# a administracdo local das células promoveu melhor resultado funcional do que a

administracdo na cisterna magna;

# o transplante de células-tronco mesenquimais da parede dos vasos do sangue do
corddo umbilical promoveu a neuroprote¢édo do tecido medular somente quando
este foi realizado 1 hora apds a lesdo medular, o que ndo ocorreu quando foram
transplantadas as células mononucleares do sangue do corddo umbilical neste

mesmo periodo da leséo;

# as células humanas migraram para o local da lesdo e sobreviveram quando

administradas na cisterna magna e, sobreviveram, quando injetadas diretamente no
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local da leséo;

# o transplante da fracdo de células mononucleares do sangue de cordao umbilical
humano e das células-tronco mesenquimais da parede dos vasos do cordao
umbilical humano ndo promoveu a diferenciacdo das células humanas em células

gliais ou neurdnios, independente do tipo e tempo de administracéo das células;

# o0 uso da fragcdo de células mononucleares do sangue de corddo umbilical humano
e das células-tronco mesenquimais da parede dos vasos do corddo umbilical
humano demonstrou ser uma proposta terapéutica promissora para a recuperacao

funcional da lesdo medular experimental.



82

7. PERSPECTIVAS

- Estudar os mecanismos envolvidos na recuperagao funcional com o uso das
células-tronco, através da dosagem de citocinas antiinflamatérias na fase aguda e
subaguda da lesdo medular experimental, assim como dos fatores de crescimento

na fase subaguda e crénica;

- Combinar o uso da terapia com células-tronco com o de exercicio fisico para o

tratamento da lesdo medular experimental aguda e cronica;

- Utilizar as células-tronco mesenquimais de polpa de dente deciduo como fonte de

células para a terapia celular no tratamento da lesdo medular experimental.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

CONSENTIMENTO PARA DOACAO DE SANGUE DE CORDAO UMBILICAL PARA
REALIZACAO DO PROJETO DE PESQUISA: “O uso de células-tronco adultas humanas
na recuperacgao funcional da lesdo medular traumatica em ratas Wistar."

A - PROPOSTA DO PROGRAMA:

Vocé esta sendo convidada a participar do projeto de pesquisa “O uso de células-tronco
adultas humanas na recuperacgéao funcional da lesdo medular traumética em ratas Wistar"

B - OBJETIVOS DO PROGRAMA:

As células sanguineas que ficam na placenta e no corddao umbilical ap6s o
nascimento do bebé podem ser Gteis para o tratamento de diversas lesdes e doencas em
pacientes. Uma das possibilidades seria a tentativa de regeneracdo de pacientes que
sofreram les&o raqui-medular.

O sangue de placenta que resta apdés o0 nascimento é normalmente descartado
como material biolégico. Vocé estd sendo convidada a participar deste projeto de pesquisa
porque acaba de dar a luz a um bebé e o sangue da placenta sera guardado, ao invés de
desprezado. A coleta ocorrerd apds o nascimento do seu bebé e ndo afetara de nenhuma
maneira o parto ou os cuidados dispensados ao seu filho.

O objetivo do projeto de pesquisa € aprendermos mais a respeito do uso das células do
corddo umbilical para pacientes com lesdo na medula espinhal. O maior co-
nhecimento da biologia das células-tronco do sangue de corddo umbilical po-
derd auxiliar no tratamento e na melhor qualidade de vida desses pacientes.

Com a sua permisséo, o sangue do corddo umbilical de seu filho podera ser usado
para os objetivos citados anteriormente. Porém, no dado momento, o sangue do cordao
umbilical de seu filho ndo serd usado para utilizacdo em tratamentos de pacientes, mas
apenas para pesquisa.

C — RISCOS E DESCONFORTOS POTENCIAIS:

N&o existe qualquer tipo de risco na sua participagdo no programa. O sangue
coletado da placenta ndo é necessario para o seu bebé apds o cordao umbilical ter sido
cortado, uma vez que este material seria colocado no lixo.

Para proteger a sua privacidade, a sua identificacdo e a do seu bebé serdo
guardadas confidencial e temporariamente para os dados da pesquisa. Um numero de
identificacdo sera colocado na bolsa que acondicionard o sangue, sem que seja identificado
0 seu nome ou de seu bebé. Todas as informagfes coletadas serdo mantidas confidenciais.
Nem vocé e nem o seu bebé seréo identificados em qualquer publicacdo dos dados que
seja realizada.

D- BENEFICIOS:

O unico beneficio em participar deste programa é que, doando o sangue da
placenta de seu bebé para pesquisa, vocé podera ajudar-nos a melhor co-
nhecer a biologia das células-tronco do sangue de corddo umbilical huma-
no.

E — CUSTOS:

N&o haverd, para a participante, nenhum custo com a realiza¢do da pesquisa aqui
proposta. Caso vocé decida ndo participar do programa, ndo sofrera nenhum prejuizo no
atendimento dispensado a vocé e a seu filho. A decisdo de néo participar do programa nao
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irh afetar o seu atendimento no Hospital.

F — TERMO DE PARTICIPACAO:
Assuntos de importancia para vocé serdo esclarecidos antes de o consentimento ser
assinado.

G — ALTERNATIVAS PARA PARTICIPACAO:

Vocé pode decidir ndo doar o sangue da placenta de seu filho para o projeto. Caso
decida ndo participar do programa, o sangue da placenta ndo sera coletado, ou seja, sera
desprezado, ndo sendo utilizado para pesquisa.

CONSENTIMENTOPARADOACAODESANGUEDEPLACENTA
Declaro que li as informagdes anteriormente descritas a respeito do projeto de
pesquisa “O uso de células-tronco adultas humanas na recuperacdo funcional da lesdo
medular traumatica em ratas Wistar* e tive a oportunidade de esclarecer todas as minhas
davidas.
Aceito participar da doacdo de sangue de placenta para o projeto proposto com o
objetivo de pesquisa, hdo sendo usado para tratamento.

A
Assinatura da méae
A
Assinatura do aplicador do consentimento
A

Testemunha

NOTA: Caso a mée decida ndo participar, o sangue de placenta ndo sera coletado, ou seja,
serd descartado, ndo sendo usado para a pesquisa. Nas situacdes descritas o0
consentimento n&o deve ser assinado.

AFIRMACAODOINVESTIGADOR: Foi oferecido ao participante a oportunidade de tirar
davidas a respeito dos riscos e desconfortos que podem se associar a participagcdo no
programa. Todas as respostas foram devidamente respondidas.

A

Assinatura do investigador

Telefone de contato do investigador: Profa. Dra. Patricia Pranke: 3308-5275 ou 3308-5257
ou 3308-5090

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa, HMV: Dr. Nilton Brandédo da Silva, IEP:
3314-3690

Aprovado pelo comité de ética e pesquisa do Hospital em: 11/ 11 / 2006.

Numero: CEP/IEP-AHMV: 2006/42
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ANEXO B

Escala Basso, Beattie, e Bresnahan (BBB)

0 — sem nenhum movimento nos membros posteriores (MP);
1 - discreto movimento de uma ou duas articulagbes, normalmente o quadril e/ou joelho;

2 - extenso movimento de uma articulacdo ou extenso movimento de uma articulacdo e
discreto movimento de uma outra articulagéo;

3 - extenso movimento de duas articulacdes do MP;
4 - discreto movimento de mais de trés articulacdes MP;
5 - discreto movimento de duas articulagdes e extenso movimento de uma terceira;

6 - extenso movimento de duas articulacGes e discreto movimento de uma terceira ou
extenso movimento em todas as trés articulagées do MP;

7 - extenso movimento com nenhum peso de suporte ou colocagdo plantar da pata com
nenhum peso de suporte;

8 - apoio plantar da pata com suporte de peso em postura (quando parado) ou ocasional,
frequente ou consistente suporte de peso na passada dorsal e nenhum apoio na passada
plantar, movimentos suaves sem suportar o peso do corpo;

9 - ocasional suporte de peso na passada plantar, nenhuma coordenagcdo dos membros
anteriores (MA) e posteriores;

10 - frequéncia constante do suporte de peso na passada plantar, nenhuma coordenacao
entre MA e MP;

11 - frequéncia constante do suporte de peso na passada plantar e ocasional coordenagao
entre MA e MP;

12 - frequéncia constante do suporte de peso na passada plantar e frequente coordenacéo
entre MA e MP;

13 - constante suporte de peso na passada plantar, constante coordenacao entre MA e MP;

14 - constante passada plantar e constante coordenagdo entre MA e MP e predominéncia
da posicao das patas em rotacao (interna ou externa) quando comecga o contato inicial com
a superficie antes mesmo de levantar no fim da postura ou frequente passada plantar,
constante coordenacédo entre MA e MP e ocasional passada dorsal;

15 - constante passada plantar constante coordenacdo entre MA e MP; e nenhum
movimento dos dedos dos pés ou ocasional movimento dos dedos dos pés durante o
avanco do membro seguinte. Predominante posi¢do da pata, paralela ao corpo no contato
inicial;

16 - constante passada plantar e constante coordenacao entre MA e MP durante o andar; e
a liberacdo dos dedos dos pés ocorrem frequentemente durante o avangar dos membros
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dianteiros. Predominantemente, as patas estéo paralelas no contato inicial e rodadas ao se
levantar;

17 - constante passada plantar e constante coordenacao entre MA e MP durante o andar; e
a liberacdo dos dedos dos pés ocorrem frequentemente durante o avancar dos membros
dianteiros predominantemente as patas estdo paralelas no contato inicial e ao levantar-se;

18 - constante passada plantar e constante coordenacdo entre MA e MP durante o andar, a
liberacdo dos dedos dos pés ocorrem constantemente durante o avancar dos membros
dianteiros predominantemente as patas estdo paralelas no contato inicial e rodadas ao
levantar-se;

19 - constante passada plantar e constante coordenacdo entre MA e MP durante o andar, a
liberacdo dos dedos dos pés ocorrem constantemente durante o avancar dos membros
dianteiros predominantemente as patas estdo paralelas no contato inicial e ao levantar-se.
A cauda mantém-se para baixo todo o tempo ou apenas parte dele;

20 - constante passada plantar e constante coordena¢do ao andar, constantes movimentos
livres dos dedos dos pés, predominantemente as patas estdo paralelas no contato inicial e
ao levantar-se; e instabilidade do tronco. Cauda constantemente elevada;

21 - constante passada plantar e andar coordenado, constantes movimentos livres dos pés,
as patas predominantemente estdo paralelas durante a postura. Constante estabilidade de
tronco, cauda constantemente elevada.

BASSO, D. M., BEATTIE, M. S.; BRESNAHAN, J. C. A sensitive and reliable locomotor
rating scale for open .eld testing in rats. J. Neurotrauma, n. 12, p. 1-21, 1995.
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ANEXO C

Artigo aceito para publicagdo em outubro/2011 e publicado em janeiro/2012
no Brazilian Journal of Medical and Biological Research



