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Resumo

A avulsdo de raizes motoras, na interface do sistema nervoso central e periférico, j4 bem
descrito na literatura, promove uma significativa perda sindptica com degeneragdo de cerca de
80% dos motoneuronios afetados. Nao existem estratégias eficazes que propiciem uma reversao
ou amenizacdo deste quadro, mas alguns estudos j4 mostram que o passo fundamental é

preservar os motoneurdnios afetados.

Pesquisas em diferentes dreas com células-tronco (CT) adultas estdo sendo realizadas
nos Ultimos anos e apresentam resultados promissores para a medicina regenerativa.
Investigacdes recentes t€m apontado para diferentes fontes de CT em tecidos adultos tais como
de medula 6ssea, de sangue de corddo umbilical, tecido muscular, tecido nervoso, liquido
amnidtico entre outras. De modo geral, estas células apresentam como caracteristicas principais
a capacidade de proliferacdo e a diferenciacdo para outros tipos celulares. Entretanto, os
principais problemas para o uso clinico das CT adultas sdo: i) pequena quantidade de células
multipotentes, ii) o controle da diferenciacdo, iii) insuficiéncia no nimero de células vidveis e
iiii) dificil obten¢do. Como alternativa as dificuldades anteriormente citadas, o tecido adiposo
tem sido foco de intensos estudos, pois este tecido possui rica fonte de células pluripotentes,
além de apresentarem caracteristicas positivas como facil acesso ao tecido adiposo subcutineo,
obtencdo em quantidade abundante e processo de isolamento celular relativamente simples.
Apesar deste tecido apresentar organizacdo complexa, é na fracdo celular do estroma vascular
que se encontra uma rica populacdo de células pluripotentes. Dados de literatura demonstram
que as células mesenquimais derivadas de tecido adiposo (AT-MSC — Células mesenquimais de
tecido adiposo), mediante incuba¢do com meios de cultura variados, diferenciam-se em
adipdcitos, ostedcitos, mioblastos, hepatdcitos, células vasculares entre outras. A diferenciacio
de AT-MSC em células neuronais ainda é alvo de discussdes e criticas na literatura, pois ndo ha
protocolos estabelecidos que induzam a diferenciacio em células neuronais funcionais
absolutas. Ainda, recentes estudos atribuem um potencial neuroprotetor e uma capacidade
imunomodulatéria a producdo de fatores neurotréficos e a produgdo de fatores soldveis pelas

AT-MSCs, constituindo talvez o principal mecanismo de acdo destas células in vivo.

O xenotransplante também € alvo de criticas de diversos trabalhos. Células humanas em
modelo animal tém sido usadas constantemente em diversos trabalhos e o uso ou ndo de
imunossupressores ¢ um dos motivos de questionamento dos resultados, uma vez que sistemas
imunolégicos diferentes podem causar reagdes imunoldgicas ndo pretendidas nos estudos e,

consequentemente, os resultados ndao seriam confidveis. Entretanto, artigos de revisdes
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bibliograficas demonstram que diversos estudos envolvendo células-tronco mesenquimais e

modelos animais tém resultados promissores e corroboram entre si.

Com objetivo de investigar a acdo de células-troncos de tecido adiposo de lipoaspirado
humano em modelo animal, o presente trabalho prop0s analisar a capacidade de sobrevivéncia
das AT-MSCs humanas no modelo de avulsdo da raiz ventral de ratos, bem como sua
capacidade de neuroprotecio dos motoneurdnios lesionados e sua competéncia de
imunossupressdo no periodo de 2 semanas pds lesdo (periodo agudo). Andlise da dindmica das
sinapses, da reacdo astroglial e microglial e da reacdo de linfécitos T tiveram o objetivo de
identificar condi¢cdes que promovessem a sobrevivéncia e regenera¢do dos motoneur6nios
axotomizados assim como a capacidade de atuacdo das células humanas em ratos. Deste modo,
foi observado que o tratamento com as AT-MSC humanas tiveram efeito neuroprotetor, uma
vez que houve aumento significativo de sobrevivéncia neuronal e promoveram a estabilidade
sindptica. As células humanas também tiveram acdo imunomodulatéria, reduzindo a astrogliose
reativa e ativacdo microglial, bem como inibiu a atividade de linfécitos T. Pode-se dizer que no
modelo a acdo das células-tronco mesenquimais humanas ocorre semelhante ao de transplantes

alogénicos em modelos animais.



Abstract

It is well described in the literature that avulsion motor at the interface of the central and
peripheral nervous system, promotes a significant loss of synaptic degeneration and 80% of
motor neurons death. There is no effective strategies that favor a reversal or mitigation of this
framework, but some studies have shown that the key step is to preserve motor neurons

affected.

Researches in different areas with stem cell (CT) adults are being undertaken in recent
years and show promising results for regenerative medicine. Recent investigations have pointed
to different sources of CT in adult tissues such as bone marrow, umbilical cord blood, brain,
muscle tissue, amniotic fluid, among others. Generally, these cells have as main characteristics
capacity for proliferation and differentiation to other cell types. However, the main problems for
the clinical use of adult SC are: i) small amount of multipotent cells, ii) differentiation control,
iii) low number of viable cells and iiii) difficulty to obtain. As an alternative to the difficulties
mentioned above, adipose tissue has been the focus of intense study, because this tissue has a
rich source of stem cells, in addition to having positive characteristics such as easy access to
subcutaneous adipose tissue, obtained in abundant quantities and isolation process relatively
simple. Despite the complex tissue organization, the stromal vascular fraction is rich of
pluripotent population cells. Literature data show that stromal cells derived from adipose tissue
(AT-MSC-adipose tissue mesenchymal stem cells) can differentiate by incubation with various
culture media into adipocytes, osteocytes, myoblasts, hepatocytes, vascular cells, among others.
The AT-MSC differentiation into neuronal cells is still subject of discussion and criticism in
literature, since no established protocol has induced differentiation into function neuronal cells.
Still, many studies attribute a potential neuroprotective and immunomodulatory capacity for the
production’s AT-MSC of neurotrophic factors and the soluble factors, constituting perhaps the

main mechanism of action of these cells in vivo.

Xenotransplantation is the target of criticism of many studies. Human cells constantly
used in animal models have been used in several works and the use of immunosuppressants or
not is subject to questioning of the results, since different immune systems can cause unwanted
immune reactions in studies and, consequently, the results would not be reliable. Literature
reviews show that several studies involving mesenchymal stem cells and animal models have

shown promising results and corroborate each other.
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To investigate the action of stem cells from human adipose tissue lipoaspirate animal
model, this study proposes to analyse the survivability of the human AT-MSC in ventral root
avulsion model in rats as well as its ability to neuroprotection in moto neurons and their
competence in the period of immunosuppression 2 weeks post injury (acute period). To identify
conditions that promote the survival and regeneration of axotomized motoneurons as well as the
capacity for action of human cells in mice, synapses dynamic analysis, astroglial and microglial
reaction and reaction of T lymphocytes was examined. Thus, it was observed that treatment
with AT-MSC had neuroprotective effect, since there was a significant increase in neuronal
survival and the AT-MSC human promoted synaptic stability. Human cells also have
immunomodulatory action, reducing reactive astrogliosis and microglial activation and inhibited
the activity of T lymphocytes. It is possible that the model action of human mesenchymal stem

cells is similar to that of allogeneic.
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1.

Introducao



Pesquisas com células-tronco embriondrias e adulta estdo sendo realizadas nos ultimos

anos e apresentam resultados promissores para a medicina regenerativa [1].

Por definicdo, células-tronco (CT) sdo células com capacidade de auto-renovagado e de
diferenciacdo em diversas linhagens celulares, porque tém alta plasticidade. O zigoto (figura 1)
€ a célula-tronco totipotente capaz de gerar todas as células do organismo (células
embriondrias), mas também as que sustentam o desenvolvimento do embrido no ttero (células
extra-embriondrias). Na fase de blastocito e a partir da massa interna, sdo obtidas as células-
tronco embriondrias (ES), que sdo pluripotentes, pois se diferenciam em células dos trés

folhetos embrionarios (endoderma, mesoderma e ectoderma)[2].

Em adultos, ha CTs em praticamente todos os tecidos e estas participam da regeneragao
e reparagdo tecidual, substituindo células que morrem no decorrer da vida do individuo.
Contudo, atualmente t€m se demonstrado a presenca de algumas populagdes de CTs adultas
com capacidade de diferenciagdo em linhagens celulares presentes em outros tecidos, diferentes
daquele em que esta CT foi encontrada, atribuindo-se entdo para estas células a caracteristica de

plasticidade[3].

As CTs adultas vém sendo usadas hd mais de 30 anos para terapias em doengas
hematolégicas e do sistema imune. De modo geral, essas células, in vivo, se dividem
assimetricamente dando origem a outra CT e uma célula progenitora que originard uma célula
madura diferenciada. A maior vantagem no uso de CTs adultas € o fato de serem do préprio
paciente, evitando rejeicio do organismo. Entretanto, os principais critérios para sua
aplicabilidade clinica sdo: i) ser encontradas em abundancia, ii) possibilidade de procedimentos
minimamente invasivos, iii) capacidade de diferenciacdo em diversas linhagens celulares, iiii)
podem ser transplantada com seguranca e efetividade em hospedeiro autélogo ou alégeno e, por

Pratice)
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Figura 1. Classificacdo das células-tronco[2]-

1.1. Fontes de CT adultas

As células-tronco adultas de medula éssea e sangue periférico t€m sido amplamente
utilizadas como fonte para terapias celulares no transplante de medula dssea hd mais de quatro
décadas[4]. As CTs hematopoéticas (hematopoietic stem cell — HSC) originam toda a linhagem
hematopoiética, formando progenitores mieldides e linféides, que ddo origem a linfdcitos,
hemadcias, plaquetas e demais células sangiiineas, e possuem alguns marcadores moleculares,

tais como, Sca-1, ckit, CD34 [5, 6].

O sangue de corddo umbilical (SCU) tem sido descrito como outra fonte de CT adulta.
Comparativamente com as CTs de medula dssea adulta, as CTs de corddo apresentam maior
grau de tolerdncia aos antigenos de histocompatibilidade (HLA) do hospedeiro, podem ser
estocadas para uso posterior (criopreservacdo) e apresentam menor risco de infecgdo viral[7]. E
descrito em literatura a presenca de células-tronco com fenétipos diferentes, tais como células
hematopoiéticas CD34+[8] e células tronco que expressam CD 133+[9]. Além disto, dados de

literatura tém demonstrado que as CT provenientes de sangue de corddo umbilical apresentam
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potencial de se diferenciarem em células endoteliais[10, 11], cardiomiécitos[10, 12] ou células

nervosas[10, 13-15].

Acredita-se que o tecido muscular também possa ser outra fonte de células-tronco [16-
18]. As células satélites, encontradas nas proximidades dos miontcleos, neuromotor e capilares,
sdo as principais candidatas a células-tronco musculares[19, 20]. Estudos demonstram que as
células satélites apresentam capacidade de se diferenciar em osteoblasto e adip6cito em resposta

a lesOes, trauma e fatores de crescimento[21, 22].

Apés estudos que confirmaram a proliferacio de células no cérebro em animais
adultos[23], o sistema nervoso central passou a ser um potencial local de obtencdo de CT
neuronais. As dreas identificadas como drea de neurogénese sao a zona subventricular(SVZ) e a
regido do giro do hipocampo dental (DG)[24]. As CTs neuronais sao identificadas in vitro por
meio da formagdo de neuroesferas. A partir da neuroesfera se formam os neurdnios, glia e
oligodendrito. As CTs neuronais, quando formam neuroesfera, expressam marcadores como:
nestin, AC133 LEX/SSEA-1 e NG2. Elas t€m capacidade de auto-renovacado e diferenciacao,

mas sdo de dificil obtencdo[19].

Estudos recentes t€m descrito células multipotentes isoladas de placenta com
capacidade proliferativa e expressdo de marcadores caracteristicos de osteoclastos, células
neuronais e adipdcitos [25]. Assim, células multipotentes isoladas de placenta também podem
ser fonte de células tronco. Mais recentemente, estas células multipotentes, quando cultivadas
em meio de cultura para diferenciacdo hepdtica, expressaram marcadores e morfologia
caracteristicos de hepatdcitos [26, 27]. Além disto, estas células multipotentes derivadas de
placenta, quando incubadas com vdrias citocinas, também mostraram-se capazes de
diferenciacdo em tecido 6sseo, cartilagem ou tecido gorduroso[25, 28, 29] e ainda sdo capazes
de se diferenciar in vitro em neurdnios e células da glia, se incubados com 4cido retindico (RA)
ou Il-methyl-3-isobutylxanthina (IBMX) [30, 31]. Além das fontes CT acima citadas
sucintamente, dados de literatura tém indicado outras fontes igualmente promissoras como

liquido amniético[32] e tecido adiposo.

As CTs mesenquimais(mesechymal stem cell - MSC) obtidas de tecido adiposo, medula
Ossea, sangue de corddo umbilical entre outros, sdo capazes de formar condroblastos,
osteoblasto, células endoteliais e adipdcitos e apresentam como fendtipo provéavel a expressao

de CD49a+ e CD45med/low [33, 34].

E importante ressaltar os estudos com células-tronco pluripotentes induzidas ou IPSC

(do inglés Induced Pluripotent Stem Cell) conduzida por meio da reprogramagao genética de
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células adultas, geralmente células da epiderme. Yamanaka e colegas induziram primeiramente
células de fibroblasto adultas de camundongos[35] e depois células humanas[36] por meio de
vetores virais e a adi¢do de quatro genes: Oct-4, Sox-2, Klf-4 e c-Myc. Também, ji é possivel
induzir células-tronco neural (NSC) com um tnico fator de transcricdo (Oct-4)[37] ou utilizar
proteinas recombinantes para entrega dos genes sem utilizacdo de vetores virais[38]. As IPSC
possuem caracteristicas semelhantes as células-tronco embriondrias, como auto renovacio e
potencial de diferenciacdo, padrdes de expressdes genicas e metilagdo da cromatina
semelhantes, formacdo de corpos embridides e formacao vidvel de quimera[39]. Além disso, as
IPSC possuem capacidade de diferenciar em neur6nios, células da glia, NSC e
motoneur6nios[40, 41]. Contudo, as IPSC possuem algumas desvantagens, como formacdo de
teratomas, programacdo aberrante e a presenga de transgenes[42]. Desta forma, essas células
tem um alto grau de utilidade para pesquisa, embora seu uso terapéutico seja ainda muito

prematuro.

1.2. Células-tronco mesenquimais(MSC)

Células-tronco do estroma de medula éssea, ndo hematopoiéticas, sdo conhecidas
atualmente como células-tronco mesenquimais (Bone Marrow mesechymal stem cell — BM-
MSC) e foram primeiramente descritas por Friedenstein e colaboradores na década de 80[43].
As células-tronco mesenquimais possuem a capacidade de se diferenciar em linhagens de
origem mesodérmica, tais como: musculo esquelético, ossos, tenddes, cartilagem e tecido
adiposo, quando submetidas a meios de cultura suplementados com fatores de crescimento e
hormonios especificos|[3, 44, 45]. Porém, atualmente tem sido descrita a capacidade das células-
tronco mesenquimais de se diferenciar em células de tecidos de outras origens, tais como células
neuronais e hepdticas [46-48]. Além disso, as células-tronco mesenquimais possuem outras
caracteristicas tais como: efeito imunomodulador, efeito paricrino, facil obtencdo, grande

capacidade de proliferacio, grande aderéncia e comportamento migratério[49-53].

A primeira e principal fonte de obtencdo das MSC € a medula dssea, no entanto, elas
sdo células raras e correspondem a cerca de 1 em cada 10.000 células nucleadas da medula
Ossea. Também & possivel obter as MSC de varias outras fontes tais como: sangue de cordao

umbilical, figado fetal, liquido amnidtico, polpa dentéria e tecido adiposo[54-59].
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1.3. Células-tronco mesenquimais de tecido adiposo(AT-MSC)

O tecido adiposo possui uma organizacdo complexa, formado basicamente por
adip6citos maduros e imaturos, fibroblastos, células da musculatura lisa vascular, células
endoteliais, macréfagos, linfocitos e células-tronco mesenquimais[60, 61]. A fracdo celular do
estroma vascular (SVF: stromal-vascular cell fraction) de tecido adiposo tem sido foco de
intensos estudos, pois este compartimento possui rica fonte de células pluripotentes adultas [62].
Além disto, caracteristicas como procedimento cirtrgico simples através da lipoaspiragdo, facil
acesso ao tecido adiposo subcutineo, obtencdo em quantidade abundante e processo de
isolamento relativamente simples torna o uso de CT obtidos de tecido adiposo atrativo para
estudo e potencial utilizagdo para terapia celular[62]. Ressalta-se que a lipoaspiracdo é um
processo rotineiro na medicina estética e propicia a obtencdo de grande quantidade de tecido
adiposo, que sera descartado[63, 64]. Andlises comparativas de células-tronco mesenquimais
isoladas de sangue de corddo umbilical, medula 6ssea e tecido adiposo, que sdo as fontes mais
utilizadas, demonstram que as células-tronco mesenquimais do tecido adiposo nao sdo
diferentes em relacdo a morfologia, fenétipo, frequéncia na formacgao de colonias e capacidade
de diferenciacao[65]. Em estudo comparativo, Wagner e colaboradores analisaram através de
microarranjos a expressio global dos genes de células-tronco mesenquimais obtidas dessas trés
fontes[66]. Os resultados demonstraram que, quando as células foram cultivadas em meios de
cultura idénticos, a expressdo de genes envolvidos na produgcdo de proteinas da matriz
extracelular, morfogénese e desenvolvimento foi semelhante, sugerindo que as células-tronco

mesenquimais de diferentes fontes sdo semelhantes do ponto de vista de expressao génica[66].

Por outro lado, Lee e col. demonstraram dados diferentes em relacio a expressao génica
de células-tronco mesenquimais de medula éssea e tecido adiposo[67]. Primeiramente a
avaliacdo por citometria de fluxo demonstrou que a expressdo de marcadores como CD44,
CD29, CD105, CD34, CDI14b, cKit ¢é igual, independentemente da fonte das células
mesenquimais. Apesar destes dois tipos celulares se diferenciarem para as trés linhagens em
meios de cultura especificos (osteogénese, condrogénese e adipogénese), a AT-MSC apresentou
maior taxa de proliferacdo. Além disto, a expressao de aproximadamente 2000 genes foi de 2 a

3 vezes maior do que nas células mesenquimais de medula éssea.

Niao existe consenso na literatura sobre a denominacdo das células-tronco de tecido
adiposo. Alguns autores, em suas publicacdes, referem-se a essas células como: células do
processado de lipoaspirado (PLA - processed lipoaspirate cells)[68], células mesenquimais
derivadas de tecido adiposo (ATSC, AT-MSC - adipose tissue-derived mesenchymal stem) [69,
70], células tronco multipotentes derivadas de gordura (MADS - multipotent adipose-derived

stem cells)[71, 72]), células tronco derivadas de tecido adiposo (ASC - adipose tissue-derived
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stem cells)[73, 74], células estromais derivadas de tecido adiposo (ADSC, ATSC - adipose
tissue-derived stromal cells)[75, 76], células estromais de adulto derivado de tecido adiposo
(ADAS - adipose tissue derived adult stem cells) [77, 78] ou células derivadas de tecido adiposo
(ADC- adipose tissue-derived cells)[79]. Embora exista uma discordiancia quanto a
nomenclatura e a populacido celular é a mesma, ainda é necessdrio a melhor caracterizacdo
celular e molecular das células multipotentes do tecido adiposo. Nesta tese, usaremos o termo
“células mesenquimais derivadas de tecido adiposo” (AT-MSC - adipose tissue mesenchymal
stem cell), pois esta nomenclatura vem sendo utilizada com maior frequéncia em trabalhos

publicados recentemente e estdo melhor referenciadas.

As células-tronco mesenquimais, de um modo geral, possuem trés principais
caracteristicas: sdo células que passaram por vdrias passagens em cultura obtendo uma
populacdo morfologicamente homogénea, apresentam grande capacidade de diferenciagdo em
diversas linhagens (principalmente linhagem adipogénica, condrogénica e osteogé€nica) e
apresentam as mesmas caracteristicas moleculares, mesmo sendo de origem tecidual diferente
devem ser positivas para marcadores celulares CD90, CD105 e CD73 e negativas para

marcadores de linhagem hematopoiética, como CD34, CD45, CD14[62, 71].

Além de possuirem o potencial de se diferenciar em adipdcitos, condrécitos e
ostedcitos[80-86], as AT-MSCs também podem se diferenciar em células endoteliais e
vasculares[87-90], hepatocitos [47, 91-93], células pancredticas [94, 95], progenitores

hematopoéticos [96-99] entre outras, como descrito amplamente na literatura.

A demonstracdo de que as AT-MSC sdo potencialmente capazes de se diferenciar em
outros tipos celulares estd descrita na literatura. Rodriguez et al. descreveram que AT-MSC
diferenciam-se em adipdcitos, ostedcitos e mioblastos[71]. Este tltimo tipo celular foi injetado
em modelo experimental de distrofia muscular de Duchene e foi demonstrado que o animal
passou a expressar taxas elevadas de distrofina, quando comparadas com animais nio
tratados[100]. Estudos recentes também confirmam o potencial das AT-MSC em diferenciarem-
se em midcitos[101-103]. Di Rocco etal[104] realizou um estudo em que as AT-MSC obtidas de
tecido adiposo de humanos foram incubadas com meios de cultura obtidos de cultura primaria
de mioblasto, ou mesmo co-cultura de AT-MSC e mioblastos. O fendtipo observado nas AT-
MSC, apés as incubacdes anteriormente citadas, era semelhante ao fendtipo de miotubos
esqueléticos. Ainda, AT-MSC isoladas, porém ndo submetidas a meios de diferenciagdo, foram
injetadas préximas ao local de isquemia de feixes musculares e apresentaram capacidade de

incorporagdo nas fibras musculares do hospedeiro, sugerindo capacidade proliferativa.

Um grande numero de estudos também demonstram a capacidade de diferenciacio

neuronal das AT-MSCs[105-107]. Woodbury et al utilizou protocolo para transformacio de
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células neuronais a partir de aspirados de medula com [-mercaptoetanol (BME), ou
dimetilsulféxido (DMSO) + hidroxianisol butilado (BHA) em cultura de células tronco de
medula de humanos e ratos. Observou-se, em questdo de horas, que aproximadamente 80% das
células cultivadas se transformaram em células neurais (expressaram enolase neuroespecifica,
Neu N, neurofilamento M (NF-M) e tau)[108]. Posteriormente, dois trabalhos independentes
sugeriram que a indug@o quimica neuronal proposta por Woodburry pode ser somente um
artefato, em consequéncia aos efeitos téxicos dos agentes quimicos (BME, DMSO e BHA)[109,
110]. A partir destes estudos, tém-se dado preferéncia para o uso de fatores de crescimento e/ou

citocinas neurotréficas para a transformagao de células tronco em células neurais[111, 112].

Recentemente, Ahmadi etal [l107]realizaram experimento comparativo de dois
protocolos de diferenciacido neuronal, com quimicos e com citocinas. Com protocolo quimico, o
grupo demonstrou a reversibilidade de alguns marcadores, como MAP2 e GFAP, e maior morte
celular que no segundo protocolo. Ainda, concluiram que uso de substancias toxicas ndo sdo
aplicdveis em transplantes celulares. Em outro estudo, Jang e colaboradores fizeram
diferenciacdo de AT-MSC para neurdnio a fim de estudar o potencial elétrico, uma das
caracteristicas essenciais para funcionalidade neuronal. Observaram que além de possuirem
marcadores neuronais, hd o disparo elétrico na membrana celular das AT-MSC diferenciadas e,
por analise de RT-PCR, hd aumento da expressdo de genes relacionados a canais de sédio,
potdssio e cdlcio na diferenciacdo destas células[106]. O assunto ainda € bem controverso
quanto a diferenciacdo neuronal e sua funcionalidade, j4 que alguns estudos demonstram que
alguns marcadores estdo presentes antes da diferenciacdo[113], e hd dificuldade de transplantar

essas células diferenciadas em modelos animais[114].

Os mecanismos moleculares de diferenciacio de AT-MSC té€m sido objeto de varios
estudos e ainda precisam ser esclarecidos. Cho e colegas[115] identificaram que a via Want,
classicamente descrita como via envolvida na embriogénese, morfogénese e organogénese[116],
estd envolvida na proliferacio das CTs obtidas de lipoaspirado em adultos. Além disto, o
bloqueio desta via com RNAi reduziu a osteogénese. Em outro estudo, Kim e colaboradores
usaram alguns tipos de isoflavonas para inibir a adipogénese e observaram que a a¢do ocorre
pela via Wnt[117]. Outros trabalhos também apontam o envolvimento desta via na proliferaciao

de tecidos adultos[115, 118, 119] e diferenciacdo de MSC[119-121].
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14. Acdo imunomodulatéria das Células-tronco Mesenquimais e

secrecao de fatores neurotroficos

As células-tronco mesenquimais possuem capacidade de agir no sistema imunolégico

modulando a resposta por meio de fatores soliveis e contato célula-celula[122, 123] (Figura 2).

MSCs

Fatores soluveis
SCF, FL
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12
IFN-y,
VEGF, M-CSF, HGF
TGF-bl

Célula
Figura 2. Acdo imunossupressora das células-tronco mesenquimais mediadas pelo

contato célula-célula e por fatores soliveis[122].

A capacidade de expressar ou liberar moléculas imunossupressoras é ttil para a
aplicagdo clinica(figura 3). Em estudo realizado em modelo de esclerose miultipla
(encefalomielite autoimune experimental) utilizando AT-MSC de camundongo, Constantin e
colaboradores obtiveram dois resultados interessantes resultantes da acdo das AT-MSC em dois
sitio distintos: 6rgdos linféides e sistema nervoso central inflamado. A administracdo dessas
células em fase pré-clinica da doenca induziu efeito antiproliferativo dos linfécitos T, o que nao
ocorre quando a doenga ji esta estabelecida, demonstrando a ag¢do dos fatores soltveis. No
sistema nervoso central inflamado, nfo foi identificada qualquer participacio direta no processo
de remielinizacdo, como diferenciacdo celular em oligodendrécitos maduros. Contudo, a
producdo de conhecidos fatores neuroregenerativos (bFGF, BDNF,CNTF e PDGF-AB) pela
AT-MSC, em testes realizados por ELISA, tiveram efeito fundamental no processo de

diferenciacdo das células progenitoras presentes em oligondendrdécito [124].

Em outro estudo recente, as AT-MSC de humanos foram colocadas em cultura e, apds
48h, o meio de cultura foi retirado (meio condicionado) e uma solu¢do com células CD3/CD4
(FoxP3+ T Helper) obtidas por separacdo magnética foi adicionado a ela. Ivanova-Todorava e
colegas observaram que os fatores presentes no meio condicionado e liberados pelas AT-MSC
aumentaram o numero da populacido de linfécitos CD4+FoxP3+ e a secrecdo de IL-10 por

elas[125].
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Figura 3. Acdo de fatores soliveis imuno-regulatérios secretados pelas células-tronco

mesenquimais [126].

As AT-MSC expressam fatores soliveis como IL10, TGF-bl e HGF, conhecidos
imunossupressores, assim como a ac¢do da enzima IDO(indoleamine 2,3- Dioxygenase), que
atua no catabolismo do triptofano, liberando quinurenina e regula a proliferacio e a
sobrevivéncia de linfocitos T[122, 123, 127](Figura 4).
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Figura 4. Principais fatores das células-tronco mesenquimais

Suprime

Diversos trabalhos descrevem a secrecdo de fatores neurotréficos pelas AT-MSC, como
BDNF, PDGF, FGF entre outros[128-131], embora ainda seja controverso quanto a secrecio de

GDNF[130, 131]. Em artigo recente, Brohlin e colegas compararam MSC de medula éssea de
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dois grupos de pacientes de diferentes idades (16-18 anos e 67-75 anos). Nao houve diferenga
significativa na expressdo de neurofatores, como NGF(nerve growth factor),GDNF(glial-
derived neurotrophic factor), NT3(Neurotrophic Factor-3), BDNF(brain-derived neurotrophic
factor) e VEGF(vascular endothelial growth factor) em ambas as populagdes de MSC. Contudo,
a capacidade de aumentar o crescimento de neuritos das células do ginglio da raiz dorsal e o
6timo resultado quanto ao crescimento e a diferenciacdo celular das MSC do grupo de pacientes
jovem, levam a crer que o uso de células de pacientes mais idosos nfo seja uma boa opg¢ao para

uma possivel terapia celular[132].

1.5. Marcacao de células-tronco e determinacao de seu destino

Estudos com CT em animais de experimentagdo t€m fornecido resultados promissores e
entendimento nas diferentes etapas do mecanismo de cura por esta terapia. Em animais
experimentais podemos fazer o rastreamento do destino de células tronco através da marcacio
in vitro com fluorocromo, bromodeoxiuridina (BrdU) ou incorpora¢do de material genético
como LacZ ou fluoresceina (GFP) e submeter a avaliacdo histoldgica em diferentes tempos.
Uma outra maneira de se marcar uma célula para posterior localizagdo € a utilizacdo de
nanoparticulas superparamagnéticas (SPIO - Superparamagnetic Iron Oxide)(figura 5). Estas
particulas sdo formados por um ntcleo constituido por estrutura cristalina de 6xido de ferro
(Fe203 M2+0; M= metal divalente, por exemplo Fe2+, Mn2+). Em geral eles sdo envolvidos
com uma camada externa de dextran, formando microcristais de magnetita com um didmetro
médio de 50nm. Esta estrutura ¢ um bom agente de contraste negativo. O SPIO ¢é disponivel
comercialmente com aprovacdo do FDA e da ANVISA e é usado para contraste de estudos
hepéticos, onde hd acumulo do material no sistema reticulo-endotelial das células de Kupffer. O
SPIO ¢ biocompativel, pois pode ser metabolizado pelo organismo, voltando ao pool de ferro
corporal, para ser utilizado em outros processos metabdlicos que envolvem ferro, tal como a
producdo de hemoglobina[133]. Entretanto, SPIO quando usado isoladamente ndo marca as
células nao fagociticas como é o caso de CT. A principal limitacdo deste método para o estudo
de xenotransplante de células é a possibilidade de células do sistema imune do animal fagocitar
as células mesenquimais humanas marcadas com SPIO ou fagocitar a SPIO liberada pelas
células mortas ou expulsa das células viaveis e este apresentar um falso-positivo quanto a
analise de localizagdo [134-138]. Desta forma, ndo seria possivel saber se as MSCs estdo vivas

ou viaveis e atuando no local da lesdo.

Uma terceira forma de marcagdo celular € com pontos quantum, chamados de Qtracker

(figura 5). Qtracker sdo concebidos para entrar no citoplasma de células cultivadas em cultura
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com nanocristais Qdot altamente fluorescentes. Uma vez dentro das células, as Qtracker
proporcionam fluorescéncia intensa e estdvel, que pode ser seguida por vdrias geracoes, € ndo
sdo transferidas para as células adjacentes em uma populacdo. Essa marcacdo é comercial e foi
estabelecida pela Invitrogen (Life Technologies); é utilizada em diversos estudos com a
finalidade de conhecer os mecanismos e efeitos desta marcacdo nas células[139-142]. Essa

marcacao serd utilizada neste trabalho.

Figura 5. Tlustracao das marcagdes por SPIO(A) e Qtracker(B) realizada no Laboratério

de Biologia Molecular e Celular do Hemocentro- Unicamp.

1.6. Modelo animal: embriogénese, sobrevivéncia e maturacio dos

motoneuronios

No desenvolvimento dos vertebrados superiores, motoneurdnios sdo gerados em grande
quantidade na medula até o décimo quarto dia embrionario, quando inicia o processo de morte
programada. A redu¢do do nimero de neurdnios ocorre principalmente por apoptose, induzida
pela ativacao de varios genes e sintese de proteinas especificas e eliminadas sem a ocorréncia de
um processo inflamatério[143-147]. Esse processo € essencial para a manutencdo da
homeostase assim como para a manuten¢do do tamanho e fung@o do 6rgdao. Em fungdo deste
processo, os motoneurdnios remanescentes e 0s que surgem pds-nascimento ampliam o nimero
de contatos sindpticos formando circuitos funcionais, tanto com outros neurénios como com

seus respectivos orgdos-alvo[148, 149].

A sobrevivéncia e funcionalidade dos motoneuronios durante o desenvolvimento
embriondrio dependem da estabilidade de suas sinapses com as fibras musculares[150, 151],
assim como a interacio célula-célula (neurdnio e glia)[152-155], uma vez que disso depende o

necessario aporte de fatores neurotréficos produzidos nesse locais ou células.

Diferentes fatores neurotréficos regulam a sobrevivéncia e a funcao dos motoneuronios

num processo complexo[143, 155]. Algumas destas moléculas s@o produzidas apds o
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nascimento, indicando a dependéncia dos motoneurdnios por esses fatores no periodo pds-
natal[147] e durante toda sua vida[156, 157]. Apdés o contato com o tecido alvo, os
motoneurdnios se tornam dependentes também dos fatores neurotréficos produzidos pelas
células musculares. H4 evidéncias de que os motoneurdnios, logo apds o nascimento, continuem
dependentes desta interacdo, competindo por uma quantidade limitada de agentes neurotréficos
sintetizados nas fibras musculares que, através de transporte axonal retrégrado, sdo enviados ao

corpo celular[146, 151, 156].

1.7. O motoneuronio alfa medular

Os motoneurdnios (figura 6) sdo neurdnios colinérgicos do SNC e podem ser
classificados como alfa e gama. Os motoneurdénios gama sdo menores e inervam as fibras
intrafusais dos fusos musculares, contribuindo para a manutencdo do tonus muscular. Os
motoneurdnios alfa sdo maiores, apresentam um grande corpo celular circular ou ovéide e
inervam as fibras musculares extrafusais controlando de fato a contragdo muscular voluntaria.
No microambiente medular, os motoneurénios apresentam contatos com projec¢des de células
gliais, dendritos e terminais sindpticos (figura 6), sendo que aproximadamente metade do soma

€ recoberto por extensdes gliais[158, 159].

" Dendrito POy Oligodendrdcito

(CéIuIas da Glia) Axbnio (Células da Glia)

Neurdnio
(Corpo celular) Axonios Terminais

Ndcleo

Figura 6. Disposicdio do motoneurdénio e células da glia, astrécito e

oligodendrécito[160].

A organizacao espacial dos diferentes neurdnios presentes nos nicleos motores obedece
a critérios anatdmicos e funcionais (figura 7). Os motoneurdnios que inervam os musculos mais
proximais estdo localizados medialmente em relagdo aos que inervam misculos mais distais,
que por sua vez sdo laterais. Por outro lado, o critério funcional divide os nicleos em porcao
ventral, contendo motoneurdnios que inervam os musculos extensores, e por¢ao dorsal, que

contém motoneurdnios que inervam os musculos flexores. Assim, os motoneurdnios alfa, em
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posicao dorso-lateral, que inervam os musculos da regido posterior da coxa, perna e pé, foram

considerados para andlise no presente trabalho.
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Figura 7. Organizagdo espacial dos motoneurdnios em sec¢do transversal da medula

nervosa espinal[161].

1.8. Modelo animal de avulsao de raizes motoras da medula espinal

A lesdo axonal proximal dos neur6nios motores provoca degeneracdo significativa de
motoneurdnios alfa, uma vez que a avulsido das raizes motoras da superficie da medula espinal,
além do impacto mecanico, resulta na desconexdo entre o corpo neuronal e o alvo muscular e, a
partir desse ponto, o processo intracelular ocorre de modo semelhante ao processo de morte
celular programada do periodo embriondrio, bem como pela tracdo que o axonio € submetido no

territorio intramedular[162-164].

Diversos modelos experimentais, tais como os modelos de incisdo do funiculo ventral
da medula[165] e avulsdo de raizes ventrais da medula com ou sem reimplantacao[130, 166,
167], tém sido utilizados com finalidade de estudar os efeitos da axotomia proximal na indugdo
de degeneracdo de motoneurdnios e a possibilidade de desenvolver diferentes tratamentos. A
avulsdo de raizes motoras (figura 8) tem se mostrado um modelo reprodutivel da degeneracio

experimental de neur6nios motores em ratos[168, 169] e ja ¢é utilizado em diversos

experimentos pelo Professor Colaborador Alexandre L.R. de Oliveira[130, 170].
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Figura 8. Procedimento cirdrgico do modelo animal (rato) de avulsdo de raizes motoras

da medula espinal L4, L5 e L6. Foto obtida do artigo do grupo colaborador[170]

As lesdes axonais tanto no Sistema Nervoso Central (SNC) quanto no Sistema Nervoso
Periférico (SNP) resultam em degeneracdo retrograda e morte celular. Diversos fatores
influenciam a capacidade de sobrevivéncia, evolu¢do e gravidade da lesdo do neurdnio
axotomizado: i) a distincia entre o sitio da les@o e o corpo do neurdnio (descrito anteriormente),
ii) localizagdo dos neurdnios(SNP ou SNC)e iii) a idade do animal. No SNC, a taxa de morte
celular de neur6nios submetidos axotomia proximal é alta enquanto neurdnios localizados no
SNP geralmente sobrevivem e regeneram[171]. Diversos estudos mostram a degeneragdo e a
morte de motoneurdnio adulto apds a avulsdo de raizes ventrais na interface SNC-SNP[168].
Tal lesdo resulta na completa desconexdo com os componentes do nervo periférico, como as
células de Schwann, as quais produzem indmeras moléculas neuroprotetoras essenciais aos
motoneurdnios[172, 173]. O mecanismo da morte de motoneurdnios adultos apds avulsdo ainda
€ pouco conhecido e controverso. Diversos estudos indicam dois caminhos para a morte ou
degeneracdo dos motoneurdnios: apoptose [174, 175] ou necrose[169, 176]. A expressao de
Bcl-2 mediada por um vetor viral evita a degeneracdo de motoneurdnios apds a avulsdo de
raizes motoras ventrais em ratos adultos[177], porém a inibicao de caspases falha em recuperar
os motoneurdnios[178]. Os resultados sugerem que a morte de um motoneurdnio adulto apds a

avulsdo segue também outros caminhos, além da via apoptdtica.

No modelo de avulsdao das raizes ventrais L4-L6 estudado no presente estudo, os
motoneurdnios axotomizados na interface entre o sistema nervoso central e periférico resultam
na perda de até 80% das células nervosas lesadas durante a segunda ou terceira semanas apds a
lesdo e sdo caracterizadas também por mudangas metabdlicas e morfoldgicas[179]. Esse modelo
mimetiza a lesdo do plexo braquial em humanos, cuja a causa mais comum dessa lesdo decorre
de mecanismo de tragdo, como acidentes motociclisticos, seguido de projéteis de arma de fogo,
compressdo e ferimentos cortantes, com perdas motoras, sensitivas e autonomas da extremidade

afetada[180].
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A desconexdo entre o corpo celular do neurdnio e o 6rgdo alvo, que leva a interrupgao
do aporte de fatores neurotréficos para o corpo celular, é, em parte, causa dessas mudancgas, que
acarreta alteracdes no corpo celular do neur6nio denominada cromat6lise[181-183], que é a
degradacdo ou desaparecimento da cromatina do nudcleo. Incluidos neste contexto, estdo o
edema do corpo celular, o deslocamento do nicleo para a periferia da célula e a dissolugdo da

substancia de Nissl.

Outra consequéncia da axotomia proximal é que a lesdo expdem os motoneurdnios a
processos excitotoxicos (ativagdo acima do normal de receptores glutamatérgicos, consequéncia
de excessiva quantidade do respectivo neurotransmissor ¢ com efeito danoso em neurdnios).
Estes efeitos promovidos pelo neurotransmissor glutamato provindos dos terminais sindpticos
podem levar ao aumento da produgdo de radicais livres apds eventos lesivos[151, 184]. Esse
processo tem um papel fundamental em muitas doengas neurolégicas[185] e, recentemente,

estuda-se seu papel em doengas como esclerose multipla[186] e doenca de Parkinson[187].

1.9. Plasticidade sinaptica

Uma propriedade fundamental do Sistema Nervoso (SN) é sua plasticidade e depende
da atividade do sistema. Apds uma lesdo no SN (interrupcao do contato entre 0 motoneurdnio e
as fibras musculares) ocorre remodelacdo estrutural e funcional de seus circuitos e a retragdo de
botdes pré-sindpticos presentes na superficie dos motoneurdnios axotomizados[188](figura 9).
No periodo agudo pés-les@o, hd uma perda significativa desses botdes sindpticos, diminuindo ou
mesmo cessando temporariamente a transmissao sindptica[ 189, 190]. Em analise ultraestrutural,
observa-se uma redugdo do nimero de contatos sindpticos no corpo dos motoneurénios do tipo
alfa e na regiao proximal de seus dendritos. Contudo, os terminais glutamatérgicos (tipo S) sdo
mais afetados durante a fase de eliminacdo dos terminais sindpticos. A supressdao preferencial
pode ser interpretada como uma forma de se evitar a excitotoxicidade mediada por este
neurotransmissor. Desta forma, hd proporcionalmente uma maior eliminacdo de terminais

excitatorios[190-193].

As células lesadas apresentam predominio de botdes sinapticos inibitérios. As
alteracdes sindpticas observadas refletem uma reorganizagdo ativa dos motoneurdnios em
resposta a lesdo e leva a mudangas metabdlicas do estado de transmissdo sindptica para o estado

de recuperacgdo dos axOnios comprometidos pela lesdo[193].
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Ocorre também o aumento da expressio de RNAm relativos a componentes do
citoesqueleto (tubulina e actina) e de proteinas envolvidas no alongamento axonal (GAP-43 —
growth associated protein-43), e a reducio da expressdo de proteinas relacionadas a transmissao
sindptica[194]. Também ocorre um aumento acentuado da expressdo de RNAm para receptores

de fatores neurotréficos como p75[195, 196] e trkB [197].

1.10. O papel dos fatores neurotroficos na sobrevivéncia dos

motoneuronios

Fatores neurotroficos sdo moléculas secretadas que tem papel fundamental no
desenvolvimento, manutencdo, funcdo e plasticidade do sistema nervoso. Os dois maiores
grupos sdo as neurotrofinas[198] e a familia GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor
(GDNF) family of ligands (GFLs))[199]. Existem também outros fatores que atuam no sistema
nervoso, como EGF(Epidermal Growth Fator), FGF(Fibroblast Growth Factor) e
HGF(Hepatocyte Growth Factor)[200].

Os fatores neurotréficos sdo seletivos em sua ag@o nas populagdes de neurdnios e estao
diretamente envolvidos no desenvolvimento, na estabilidade e na fungdo dos motoneurdnios
maduros, assim como na sobrevivéncia, na plasticidade e na regeneracdo apds lesdes

axonais[201-203](figura 10).

Dentre os fatores que exercem acgdo tréfica sobre motoneurdnios estdo diferentes
neurotrofinas, como o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF —Brain Derived

Neurotrofic Factor)[157, 204, 205], as neurotrofinas 3 (NT-3) e 4/5 (NT-4/5) [206, 207]. Outros
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importantes fatores neurotr6ficos que atuam sobre os motoneurdnios sdo o fator neurotréfico
ciliar (CNTF) e o fator inibitério de leucemia (LIF) da familia das citocinas, assim como os
fatores de crescimento semelhante a insulina 1 e 2 (IGF-1 e IGF-2) e o fator basico de
crescimento de fibroblasto (FGFb)[147, 200, 206]. Mais recentemente, verificou-se que o fator
neurotréfico derivado de células gliais (GDNF), identificado a principio como um fator de
sobrevivéncia e diferenciacio de neurdnios dopaminérgicos in vitro, é também um potente
promotor da sobrevivéncia de motoneurdnios e neurdnios autondmicos in vivo [205, 208, 209].
Foi demonstrado que o GDNF ¢ significativamente mais potente do que o BDNF na promocgao
da regeneragdo axonal motora apds sec¢do do nervo tibial em ratos adultos, mas o tratamento
combinado de GDNF e BDNF aumentou significativamente o nimero de motoneur6nios que
regeneraram seus axonios mostrando que, embora a acdo neurotréfica destas moléculas se

realize por vias intracelulares distintas, elas, quando juntas, t€ém efeitos sinérgicos[210, 211].

Yan etal demonstraram que o transporte de BDNF ocorre pelo motoneurdnio de ratos
neonatos e que a aplicagcdo local do neurofator tem um importante papel na sobrevivéncia de
motoneurdnios apés a transeccdo do nervo isquidtico tanto de neonatos, como em adultos[204].
Na mesma linha, Kishino e colaboradores verificaram que a administracdo intratecal (injecdo
pelo canal raquideano, diretamente no espaco subaracnoide) do BDNF, apds a avulsdo das
raizes espinhais de ratos adultos, reduziu a atrofia celular e aumentou a sintese da enzima
colina-acetil transferase (ChAT). Os resultados também indicaram que o BDNF apresentou a

capacidade de estimular o crescimento axonal dos neur6nios motores no SNP[212].

Em modelo de avulsao do nervo periférico facial, Wasabi e colegas estudaram os efeitos
de diversas moléculas neuroprotetoras por meio de um tratamento com vetores virais que
codificam BDNF e GDNF. Verificaram que o tratamento reduziu perda significativa de
motoneur6nios faciais, atenuou a reducdo de ChAT e suprimiu a atividade da 6xido nitrico
sintase (NOS)[213]. A apoptose de motoneurdnio € regulada por NOS que em elevada atividade
leva a morte celular[214]. O conjunto de dados obtidos até o momento sobre a natureza dos
fatores neurotréficos sugere que seu papel na biologia dos motoneurdnios derive da sua acdo
conjunta e coordenada, quer durante o desenvolvimento quer apds eventos lesivos[147].
Diversos estudos estdo sendo realizados com fatores neurotroficos injetados com o objetivo de

desvendar a capacidade de regeneracdo e funcionamento destes fatores no SN [215-218].
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1.11. Células da Glia

A interacdo entre os motoneurdnios e o microambiente circunvizinho(figura 11),
incluindo os componentes extra celulares e as células ndo neuronais, é de crucial importancia
para a estabilidade sindptica e a homeostase[192, 219]. A glia exibe uma variedade de funcdes,

o que lhe confere uma posicao de destaque nos processos de homeostase neuronal.

As células gliais podem ser divididas em células macrogliais (oligodendrdcitos,
astrocitos e células ependimdrias) e células microgliais, que possuem caracteristicas
morfofuncionais de células fagociticas do sistema imune[220]. Astrocitos e micréglias sdo
altamente sensiveis a alteracdes em seu microambiente e tornam-se ativadas em resposta a
lesdes, processos anormais no SNC ou mudangas no microambiente. O termo ativada refere-se a
capacidade de realizar fungdes além das presentes no estado basal, como proliferar, fagocitar e

liberar fatores pro-inflamatdrios ou de crescimento[221].

Neurdnio
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Bainha de
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Células da Glia
Homeostase

(Neuroglia)

Figura 11. Figura representativa do microambiente do SNC: neurdnio e células da glia

(neuroglia)[222].
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A relagio neurdnio e células da glia é foco de intenso estudo. E sabido que neurdnios
podem ativar células gliais por neurotransmissor ou moduladores (p.e. glutamato, 6xido
nitrico)[223, 224]. Por outro lado, sabe-se que as células gliais ativadas estdo envolvidas no
desenvolvimento de diversas doengas neuroldgicas, isquemias e lesdes diretas, que acontece no

processo de infec¢des(bactérias e virus) e formacao da cicatriz glial.

H4 evidéncias que neur6nios que sofreram lesdes severas nos axonios sdo capazes de
regeneracdo, mas isso ndo ocorre em fungdo da cicatriz glial. A formacio da cicatriz consiste
basicamente de uma barreira fisica de células gliais, principalmente astrocitos, componentes
fibréticos e moléculas inibitdrias (regeneracdo axonal) (figura 12). Se, por um lado, ela impede
fisicamente a regeneragdo de axodnios, por outro, ela permite a contengdo da lesdo naquele sitio
de inflamacdo (limita degeneracdo celular) e restaura/repara a barreira hamatoencefalica

(homeostase)[225].
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Figura 12. Esquema representando a formacdo da cicatriz glial em lesdes que rompem
as meninges. Ocorre a lesdo com o rompimento da barreira hematoencefélica e a microglia
adentra a drea de lesdo. Trés dias apds a lesdo, hd aumento significativo astrécitos
reativos(GFAP+) em torno do local da lesdo, Fibroblastos penetram para o local de lesdo pelas
as meninges danificadas. Uma semana apds a lesdo, fibroblastos proliferam e secretam matriz
extracelular para formar a cicatriz fibrética. Astrdcitos reativos reocupam a drea circundante da
lesdo local e ha restabelecimento da barreira hematoencefélica. Apds 2 semanas, 0s processos
de astrdcitos reativos selam o local da les@o para formar uma barreira denominada glia limitante

[226].
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1.11.1. Astrocitos e astrogliose reativa

Os astrécitos constituem o tipo glial predominante no SNC[227, 228]. Apresentam
morfologia tipo estrela e prolongamentos citoplasméticos denominados processos astrocitarios
perivasculares, que € componente estrutural da barreira hemato-encefdlica[229]. O processo
astrocitario também envolve as sinapses de maneira especial, de forma a regular a transmissao
sindptica[230]. Desta forma, a maturagdo sindptica e a atividade neuronal estdo sujeitas ao
controle astrocitario[231]. Ainda, esses processos, por meio de jungdes gap, interligam
diferentes tipos celulares, formando uma rede[232, 233]. Assim, o astrdcito € o ponto de ligacdo
entre todas as células do SNC e controla diretamente o metabolismo neuronal[234]. A ablacdo
destas células leva ao edema vasogénico e a falha do restabelecimento da barreira hemato-

encefalica[235].

Além de importante elemento de suporte metabdlico dos neurdnios[236], as projecdes
celulares dos astrocitos, extremamente finas e livres de organelas, abundantes nas adjacéncias
das regides sindpticas[237], t€ém a capacidade de modular a excitabilidade neural pela difusdo de
fons(p.e. Ca2+)[227] e neurotransmissores [236, 238-243], e desta forma os astrocitos também

sdo capazes de agir ativamente na resposta do SN[244, 245].

Os astrocitos tém a capacidade de responder a mudancas da homeostase do tecido
nervoso e, em condi¢des andmalas, através da formacdo da cicatriz glial, participar da retracdo e
eliminacdo das terminacdes sindpticas, desempenhando papel ativo na plasticidade do sistema
nervoso[230, 246]. As lesdes no SNC induzem uma série de alteracdes nas células gliais. Tanto
astrécitos quanto a microglia tornam-se reativos, constituindo a chamada gliose reativa,
caracterizada pela hipertrofia do corpo e processos celulares dos astrécitos e pela hiperplasia de

ambos os tipos celulares[247-249].

A astrogliose € a resposta astrocitaria que se desenvolve pela hipertrofia e hiperplasia
reativas [250]. No local da lesdo, os astrécitos ocupam os sitios de neurdnios degenerados
formando a chamada cicatriz glial, que € o principal impedimento para a regeneracdo axonal,
uma vez que atua como uma barreira fisica para os axonios em crescimento[251]. Além disso,
os astrécitos participam da eliminacdo dos terminais pré-sindpticos, uma vez que a resposta glial

coincide com a perda de sinapses em motoneurdnios alfa medulares em cromatélise[252].

Na hipertrofia astrocitaria pds-lesdo de motoneurdnios, ha aumento da expressdo de
GFAP (glial fibrillary acidic protein) nos astrocitos, que é uma proteina constituinte da rede de
filamentos intermedidrios dos astrocitos[253]. Membro da familia de proteinas do citoesqueleto,

o GFAP promove a estabilidade estrutural dos processos astrocitirios e, portanto, estd
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relacionado a funcdo na modulacdo da motilidade e morfologia glial. Dessa forma, esta proteina

pode ser caracterizada como um indicador da astrogliose reativa.

1.11.2. Microglia e Ativacao Microglial

A microglia sdo tipos especificos de macréfagos derivadas de precursores da medula
dssea que monitoram o ambiente tecidual, ajudam na manutencdo homeostdtica do tecido e
fagocitam células morta (figura 13). Durante o desenvolvimento, a micréglia remove células
apoptdticas e conexdes neurais improprias, €, no SNC de adultos, fazem a vigilancia do
microambiente do SNC pronta para atuar ao primeiro sinal de distirbio homeostético ou de
lesdao [254, 255]. Portanto, a micréglia faz parte da resposta imune inata pds-lesdo do sistema

nervoso.

Na lesdo, as micréglias sdo as primeiras a responderem e agem sob estimulo de
citocinas pré-inflamatérias produzindo estas mesmas citocinas (TNF-a e IL1P), proteases e
outros fatores citotoxicos logo nas primeiras 5-12 horas. A super expressdo de TNF-a pode
causar desmielinizacdo espontinea em funcdo da ativagdo da micrdglia, porque ela produz
fatores que levam a morte de oligodendrdcitos e danos na mielina[256], enquanto que a inibi¢ao
de TNF-a contribui para uma melhora funcional e reduz apoptose celular[257]. A formagio de
subprodutos da a¢do oxido nitrico sintase (iNOS) e de radicais livres, produzidos pela micrdglia,
podem matar o neurdnio [258]. Contudo, também tem importante papel na retirada de células
mortas e demais detritos na lesdo e no reconhecimento de agentes microbianos patogénicos,

para que se inicie o processo de regeneracao tecidual.
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Figura 13. Ativacdo da micréglia. A sinalizagdo do neur6nio lesionado conduz a
ativacdo da micréglia residente e esta inicia o processo de fagocitose das células mortas ou em

apoptose.
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1.12. Xenotransplante

Tendo em vista que o trabalho aqui descrito utlizou células-tronco humanas em modelo
de lesdo animal, torna-se notério um estudo na literatura de outras pesquisas cujo o foco foi
xenotransplante de células-tronco. A capacidade imunomodulatéria das células-tronco
mesenquimais (MSCs) parece permitir transplante alogénico ou xenogé€nico sem o uso de
agentes imunossupressores[259, 260]. Foi demonstrado que as células-tronco mesenquimais
obtidas de tecido adiposo (AT-MSC) ndo expressa antigenos maiores de histocompatibilidade
complexa-II (MHC2)[261] e os seus efeitos imunossupressores sdo também mediados por
prostaglandina E2[262]. Estudos clinicos e pré-clinicos demonstraram que o transplante
alogé€nico de AT-MSC foi capaz de controlar a reagdo do enxerto contra o hospedeiro da

doenga[263].

Artigo de revisdo realizado por Li & Cooper[259] identificou 94 relatérios da
administracdo in vivo entre espécies de MSC em uma variedade de modelos experimentais. A
maioria (n = 89) envolve o uso de MSC humano em vdrias outras espécies. As MSCs humanas
utilizadas foram, em grande parte, derivadas da medula 6ssea, tecido adiposo, ou sangue de
cordao umbilical e as vias de administracdo foram variadas, embora quase metade dos estudos
utilizem a via intravenosa. A funcdo das MSCs foi confirmada em vérios modelos inter-
espécies, sendo que as MSCs humanas funcionaram em nada menos do que sete espécies

diferentes.

Em modelo de lesdo da medula espinal, Neuhuber e colegas injetaram células
mesenquimais de medula 6ssea humanas (BM-MSC) em ratos[264]. O grupo verificou que, em
animais tratados, houve crescimento axonal robusto dos neurénios lesionados em funcio de
fatores soluveis liberados pelas BM-MSC, embora houvesse notdria variagdo deste crescimento
entre os animais do grupo tratado, uma vez que as BM-MSC eram de doadores diferentes.
Desta forma, as BM-MSC suportam crescimento axonal apés a lesdo espinal. Na mesma linha
de estudo, mas utilizando células mesenquimais de sangue de corddo umbilical(UCB-MSC) em
cachorros, Lee e colegas identificaram remielinizacdo de axdnios apds lesdo da medula espinal

nos animais tratados[265].

Desta forma, existe uma base sélida para supor que as AT-MSC humanas em
transplante xenogrifico possam ter efeitos semelhantes ou préximos de um transplante

alogénico ou de células-tronco da mesma espécie.
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Objetivos



O tecido adiposo é uma nova fonte de células-tronco que tem potencial de se
diferenciarem em diversos tipos celulares, inclusive em células neuronais in vitro, e a
capacidade de secretar fatores imunossupressores € neuroprotetores. O objetivo desse estudo &

verificar a acdo destas células, ap6s xenotransplante, em modelo animal de lesdao medular.

2.1.1. Objetivos Gerais

Investigar os efeitos neuroprotetores e imunomoduladores das AT-MSC humanas sobre
motoneur6nios alfa medulares no transplante xenogrifico em ratos fémeas (6-8 semanas)

submetidos a avulsdo de raizes motoras

2.1.2. Objetivos Especificos

1 — Estabelecer cultura e caracterizacdo de células mesenquimais obtidas de

lipoaspiragdo (AT-MSC).
2 — Estabelecer marcacao celular para identificacdo in vivo
3 — Analisar o impacto do tratamento com AT-MSC sobre a sobrevivéncia neuronal

4 — Avaliar efeitos das AT-MSC nos processos de eliminagdo sindptica, reacdo da

astroglia, ativacdo da microglia e imunomodulagao
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3.1. Obtencao de tecido adiposo

Ap6s aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas
(ANEXO 1 - processo CEP-N° 839/2008), o tecido adiposo foi doado pelos pacientes do
Hospital das Clinicas UNICAMP quando estes eram submetidos a uma lipoaspiracdo. Foram
selecionados pacientes com idade entre 25 e 50 anos e excluidos pacientes diabéticos e

hipertensos.

3.2. Isolamento e cultura celular

As células mesenquimais (MSC) foram obtidas de tecido adiposo humano de pacientes
submetidas a cirurgia de lipoaspirag@o, sob anestesia geral. Os procedimentos foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

foi aplicado a todos os pacientes submetidos a lipoaspiragdo que concordaram com a doagao.

O tecido lipoaspirado foi lavado exaustivamente com PBS (“phosphate-buffered
saline”) para remover traves de tecido conjuntivo e hemacias. Para cada 10 g de tecido, a
propor¢do das substincias para o tampao de digestdo continha € 20mg de colagenase tipo 1A,
200mg de albumina sérica bovina (BSA), 20ml de D-MEM-LG (Dulbecco's Modified Eagle
Medium Low Glucose) e 10ul de gentamicina (filtrar a solucdo). A mistura foi tratada em
banho-maria a 37°C por 30 minutos, agitando o recipiente a cada 5 minutos. Apds a digestdo
completa do tecido, a reacdo foi interrompida com 10 ml de soro fetal bovino (FBS). A seguir,
foi centrifugada por 15 minutos a 1500rpm. O sobrenadante foi desprezado e o pellet re-
suspenso em 10 ml de D-MEM-LG com 10% do volume de FBS. Apds 24 horas, o meio de
cultura foi trocado por 3 dias consecutivos e depois a cada 2 dias até que as células aderidas ao
plastico atingiram a confluéncia de 70 a 80% da superficie da garrafa de cultura. As células
foram retiradas da garrafa por adi¢cdo de uma solugd@o de tripsina a 0,05% e 1mM de 4cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e expandidas até a 4* passagem da cultura, quando eram

caracterizadas como células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (Esquema 1).
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Esquema 1. Obtencdo de células-tronco mesenquimais a partir de tecido adiposo

3.3.

Ap6s a purificagdo e expansdo das células mesenquimais indiferenciadas estas foram

Citometria de Fluxo

caracterizadas fenotipicamente por meio de citometria de fluxo empregando um conjunto de
anticorpos monoclonais especificos. Foram utilizados os anticorpos CD 90 (Thy-1), CD105
(SH-2/endoglina), CD73 (SH3/SH4) e Stro-1 que correspondem aos antigenos de superficie
expressos pelas células mesenquimais e os nio expressos como CD34, CD45, CD14 e CD31

também serao utilizados.

Foram utilizadas 10° células diluidas em 100ul de PBS e 5 pl de anticorpo especifico
em cada reacdo de marcagdo. Esta mistura foi mantida a 4°C por 30 minutos e protegida da luz.
As células marcadas foram lavadas duas vezes com PBS por meio de centrifugacdo a 1500 rpm
por 5 minutos e fixadas em 500 ul de paraformaldeido 1%. Foram mantidas em geladeira até o

momento da aquisic¢ao.

Os controles foram realizados a partir de amostras de células sem marcacdo para
verificacdo de auto-fluorescéncia e células marcadas com isotipos controles correspondentes
para verificacdo de marcacgdo inespecifica. Foram adquiridos 10.000 eventos no citdmetro de

fluxo FACScalibur e a andlise dos dados foi realizada utilizando o programa CellQuest.
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3.4. Diferenciacio em linhagem mesodérmicas

Para comprovar obtencdo de células-tronco mesenquimais, as células obtidas pelos
procedimentos acima foram submetidas a trés diferenciagdes: adipogé€nica, osteogénica e
condrogénica. A diferenciagdo foi feita apds a quarta passagem, substituindo o meio de cultura
de crescimento (DMEM-LG/ 10% FSB) pelos meios indutores descrita na tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Meios e suplementos para inducdo de adipog€nese, osteogé€nese e

condrogénese.
Diferenciacdo Meio Suplementos
DMEM Dexametasona — 5x10°M
Adipogénese Alta 3-isobutil- metilxantina — 4,5x10™* M
Concentragdo de
Glicose Insulina — Sug/ml
10%FSB Indometacina — 3x10* M
DMEM
) Dexametasona — 5x10°M
Osteogénese Baixa )
Concentragdo de Acido Ascérbico —2,8x10™* M
Glicose 5
B-glicerol-fosfato — 10° M
10%FSB
Acido Ascérbico — 50 ug/ml
DMEM TGF B3- 25ng/ml
Condrogénese Baixa Insulina — 6,25ug/ml
Concentragdo de
Glicose Dexametasona —1mM
10%FSB Albumina Humana-
L-prolina 0,4mM

- Diferenciacido osteogénica: as células-tronco mesenquimais foram cultivadas no

meio de indugdo por trés semanas e sua diferenciacio foi avaliada pela coloragdo com Alzarin

Red S.

— Diferenciacdo adipogénica: as células-tronco mesenquimais foram cultivadas no

meio de indugdo por duas semanas e foram submetidas a colorag@o por Oil Red.
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— Diferenciacio condrogénica: as células-tronco mesenquimais foram cultivadas em

meio de inducdo e apds 3 semanas foram avaliadas pela coloragdo com Azul de toluidina.

3.5. Citoquimica das Células Mesenquimais Diferenciadas
A andlise citoquimica das células mesenquimais diferenciadas foi realizada por meio da

marcacdo com corantes celulares especificos e observag@o por microscopia Optica convencional.

Para a diferenciacdo adipogénica, as de células foram coletadas, fixadas com uma
solucdo de formaldeido 1X durante 30 minutos e coradas com uma solucdo de Oil Red O a
0,3% durante 20 minutos e contracoradas com hematoxilina. O Oil Red O permite a

visualizagdo de acimulo intracelular de lipideos.

Para a diferenciacdo osteogénica, as celulas coletadas foram fixadas em etanol 50%
durante 15 minutos a 4°C e coradas com uma solucdo de Alizarin Red S 1% sob agitacdo

constante por 45 minutos. O corante permite observar a calcificagdo na matriz extracelular.

Células submetidas a diferenciagdo condrogénica foram coletadas e marcadas com Azul
de Toluidina a 1%. Apds a retirada do corante as células ficardo expostas a temperatura
ambiente por 2 horas e fixadas durante 1 minuto em solugdes de etanol 70%, 90% e 100%
respectivamente. Este tipo de marcagdo permitiu a visualizagdo de uma matriz extracelular rica

em proteoglicanos.

3.6. Imunocitoquimica e Microscopia confocal

As células foram cultivadas sobre laminulas de vidro, lavadas com PBS e fixadas com
uma solugdo de paraformaldeido 4% por 10 minutos. Em seguida, foram realizados o bloqueio e
a permeabilizacdo celular com uma solugdo 3% de BSA e 0,1% de Triton 100x . Os anticorpos
primério anti-CD90, anti-CD73 e anti-CD105 foram diluidos para 10 pg/mL em solucdo 1% de
BSA e incubados com as células, em camara umida a 40C, durante 18 horas. As laminulas
foram lavadas com PBS e montadas em laminas utilizando-se meio para evidéncia de

fluorescéncia (ProLong® Gold com DAPI, da Molecular Probes).

As laminas foram analisadas por rastreamento em um laser LSM-510 montado sobre
um microscépio Axioplan (Zeiss), utilizando a objetiva de 40x em 6leo de imersao. Em todos os
experimentos foram realizados controles negativos, somente com anticorpo secunddrio, os quais

nao apresentaram fluorescéncia.
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3. 7. Extracaio do RNA total para estudo de fatores

imunomoduladores e neur troéficos

As células-tronco mesenquimais foram retiradas durante a cultura celular, submetidas a
extracdo de RNA com o kit Mini RNA Isolation (GE Healthcare TM). A quantificacdo do RNA
obtido foi realizada através da leitura da densidade 6ptica (DO) em espectofotdmetro (Nano
Drop Spectrophotometer, ND-1000 ®) com comprimento de onda equivalente a 260 nm,
considerando que 1 DO a 260 nm equivale a 40 ug/mL de RNA. A relacdo entre as leituras
realizadas a 260 e 280 nm foi utilizada como pardmetro na estimativa do grau de contaminacdo

do RNA por proteinas, e este normalmente variou entre 1,6 e 1,8.

3.7.1. Tratamento do RNA total com DNAse I

Com o objetivo de eliminar uma possiveis contaminagcdes do RNA com DNA
genOmico, o RNA total foi tratado com DNAse livre de RNAse 1 U/uL (Life Techologies),
utilizando-se 1 U da enzima para tratar 5 ug de RNA por 15 minutos a temperatura ambiente. A
reacdo foi interrompida pela adi¢ao de uma solu¢do de EDTA com concentracao final de 2 mM.

A enzima foi inativada por uma incubacio de 10 minutos a 65°C.

3.7.2. Transcricao em cDNA

As amostras de RNA total, contendo 5 pg de RNA e tratadas com DNAse I, foram
transcritas reversamente em cDNA (hibrido RNA-cDNA) em uma reag¢do de volume final de 20
uL (Life Techologies). A reagdo foi iniciada adicionando aos 5 ug de RNA tratado 1 uL de
oligonucleotideo (dT) 500 pg/mL e 1uL da mistura (10 mM) de cada desoxinucleotideo
trifosfato (dATP, dCTP, dTTP, dGTP). Essa mistura foi aquecida por 5 minutos a 65°C, e, em
seguida, incubada no gelo. Adicionou-se, entdo, 4 uL do tampao de reacdo 5x, contendo 250
mM Tris-HCl (pH 8,3), 375 mM KCI, 15 mM MgCI2 ¢ 0,1 M DTT, e 200 U enzima
transcriptase reversa SuperScript II, que catalisa a reacdo de extensdo da fita complementar.
Essa mistura foi incubada por 50 minutos a 42°C. A seguir, foi feita a desnaturacdo da reagéo
por 15 minutos a 70°C e finalmente foram adicionadas 40 unidades de Rnase H e a solucdo
incubada por 20 minutos a 37°C. As amostras de cDNA foram quantificadas através de
espectrofotometria (Nano Drop Spectrophotometer (ND-1000 ®) com comprimento de onda

equivalente a 260 nm.

54



Como controle da transcrigdo em c¢cDNA foi realizado uma PCR para o gene P2-
microglobulina. A PCR para amplificagdo de f2—microglobulina foi realizada para um volume
final de 50 uL de reacdo que contém: 1,5 uL. do cDNA sintetizado, 5 ul de tampao de reagdo, 3
uL MgCI2 50 mM, 2,5 unidades de Taq polimerase e 200 nM de cada iniciador. Foi realizado
um controle negativo, sem adicdo de cDNA. As sequéncias dos iniciadores de P2-
microglobulina utilizados foram: FW: ATGTCTCG CTCCGTGGCCTTAGCT; RV:
CCTCCATGATGCTGCTTACATGTC. O programa foi composto de 5 minutos de
desnaturacdo a 94°C, seguido por 35 ciclos de 40 segundos a 94°C, 40 segundos a 55°C e 40
segundos a 72°C, com uma fase final de 72°C por 7 minutos; os fragmentos resultantes contém

300 pb e foram visualizadas em luz ultravioleta em gel de agarose 2% (Figura 14).

100bp & -1 2 3 4 5 6 7

Figura 14. Produtos resultantes da PCR para amplificacdo de P2 —microglobulina
visualizados em gel de agarose. 100bp: marcador de peso moledular 100 pb, (-): controle
negativo, 1 — 7: produtos da amplificacio das amostras de cDNA amplificados. As setas
indicam a presenca da banda de 300pb correspondente ao produto amplificado de B2 —

microglobulina. A presenga das bandas € indicativa que a sintese de cDNA foi bem sucedida.

3.7.3. Desenho de oligos iniciadores

Os oligos iniciadores para amplificacdo dos genes especificos foram desenhados com
dois programas diferentes. Primeiramente, o programa PRIMER EXPRESS (Applied
Biosystems) foi utilizado para desenhar os iniciadores com uma temperatura de anelamento de
65°C e tamanho dos produtos entre 100 e 150 pares de bases. Posteriormente, o programa Gene
Runner Version 3.5 (Hastings software®) foi utilizado para checar a auséncia de estruturas que
podem ser formadas dentro do iniciador ou entre os iniciadores sense e anti-sense, como

dimeros ou al¢as, que podem diminuir a eficiéncia da reacdo.
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Com o objetivo de evitar amplificagdo de possivel DNA contaminante presente nas
amostras, os iniciadores da fita sense e anti-sense foram desenhados em éxons diferentes sempre
que possivel. Para a delimitacdo de éxons e introns utilizou-se o progama BLAT

(http://genome.csdb.cn/cgi-bin/hgBlat).

Todos os pares de oligos iniciadores desenhados foram entdo analisados com o
programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para certificacdo de que eles ndo
amplificariam produtos inespecificos. As sequéncias dos iniciadores utilizados neste estudo

estdo listadas na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncia de iniciadores desenhados para avaliagdo dos fatores e citocinas

liberados pelas AT-MSC.

Gene Sequencia

BDNF sense: 5' GGGCAAACACTGCATGTCTCTGGT 3'
anti-sense: 5' TCCAGGCCATTCTGCAGGGTCA 3'

GDNF sense: 5' CGCCCTTCGCGCTGAGCA 3'

anti-sense: 5'
CGCTCTCTTCTAGGAAGCACTGCCA 3'

TGF-B1 sense: 5' GCGTGCTAATGGTGGAAACC 3
anti-sense: 5' GCTTCTCGGAGCTCTGATGTG 3'
HGF sense: 5' TGACTCCGAACAGGATTCTTTCA 3
anti-sense: 5' GCAGGGCTGGCAGGAGTT 3'
IDO1 sense: 5' TTGGAGAAAGCCCTTCAAGTG 3
anti-sense: 5' TGCCTT TCCAGCCAGACA A 3'
IL-10 sense: 5' GCTGAGAACCAAGACCCAGA 3'
anti-sense: 5' AAATCGATGACAGCGCGGT 3'
Nestina sense: 5' TCC CCCATTTACATGCTGTGA 3'

anti-sense: 5' TGGCTCAGAGGAAGAGTCTGA 3'
B2-Microglobulina | sense: 5' ATGTCTCGCTCCGTGGCCTTAGCT 3'

anti-sense: 5'
CCTCCATGATGCTGCTTACATGTC 3'

3.8. Ensaio de proliferacio de Linfocito T submetidos a estimulo

especifico

Os ratos foram imunizados por via subcutanea com 50 ug da proteina basica de mielina
(MBP- myelin basic protein) em 100ul de PBS por animal, em emuls@o com igual volume de
Adjuvante Completo de Freund enriquecido com 300ug Mycobacterium tuberculosis H37RA
(Difco, Detroit, MI, USA), inoculado nas patas traseiras. Os animais imunizados com neuro-
antigeno tiveram os linfonodos popliteos e inguinais removidos. A concentracdo celular foi
ajustada para 2x10° por pogo em placa de 96 pocos e cultivadas com RPMI 1% soro de rato e

1% gentamicina e 10ug/ml de MBP por 2 dias e meio, na presenca do neuro-antigeno. Apoés
56



esse tempo, 50% do meio foi removido e foi acrescentado meio de crescimento: RPMI 10%
soro bovino fetal, 400UI/mL de IL-2 (proleukin) e sobrenadante de cultura de linfdcitos
estimulados com Con-A(Sigma). As células foram cultivadas por mais 5 dias e entdo foi feito o
primeiro reestimulo. Foram adicionadas APCs provenientes do timo, previamente irradiadas, o
antigeno e as células foram cultivadas por mais sete dias. Esse ciclo se repetiu até o terceiro
reestimulo. Os linfécitos foram contados e adicionados na quantidade total de 1x10° células em
cada poco da placa com APCs provenientes do timo e antigeno. A cultura ocorreu na presenga
ou auséncia de AT-MSC de trés amostras de diferentes pacientes (figura 15). Apds trés dias de
cultura, os linfécitos foram coradas com Azul de Tripan e contadas na TC10 automated cell

counter (BioRad, USA). Os resultados s@o mostrados em numero de células por mililitro.

Ensaio de proliferagdo de
Linfocito T

O O O O O O Linfocito T
O O O O O O Pré-estimulados
000000 ™ -

OOOOOO APCt

Figura 15. Esquema do experimento de Proliferacdao de linfécitos T sob estimulo

Antigeno especifico

Pocoda
placa de
cultura

Presenga ou auséncia
AT-MSC

especifico com e sem AT-MSC

3.9. Marcacao para rastreamento celular in vivo
Para rastreamento das AT-MSC in vivo as células foram marcadas com o Qtracker Cell

Labeling Kit (Invitrogen).

As células foram submetidas a ag¢do de tripsina(Gibco) e suspendidas em meio de
cultura normal (DMEM-LG / 10% SFB) e contadas. O protocolo a partir deste ponto segue o
manual do produto. Sucintamente, prepara-se uma solucido de marcagdo 10nM, misturando 1ul
do componente A e do B (Kit) a temperatura ambiente por 5 minutos. Adiciona-se 0,2ml de
meio de cultura de crescimento (DMEM-LG / 10% SFB) e mistura-os sob agitagdo vigorosa por
30 segundos. A solucdo contendo 1x10° células é adicionada a solu¢io de marcacio, é
levemente agitada e é incubada a 37°C por 45-60 min. Durante esse periodo, a solucdo foi

levemente agitada a cada 5-10min. Apds esse periodo, as células foram lavadas duas vezes com

meio de cultura de crescimento e submetidas a teste in vitro de permanéncia da marcagao,
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durante as geracOes posteriores (figuras 16 e 17) ou foram lavadas com PBS para

posteriormente serem injetadas no animal.

PassagemO0-dia 0 Passagem 2- dia 7 Passagem 4- dia 14

Figura 16. Marcacdo das AT-MSC nas 4 passagens em 14 dias. A marcacdo estd
presente, embora ndo seja tdo forte quanto nas primeiras passagens. A divisdo celular diminui a

quantidade de qdot presente nas células.
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Figura 17. Citometria de fluxo das AT-MSC marcadas. Era esperado que houvesse
reducdo da marcagdo nas células em funcdo da divis@o celular. Este resultado corrobora com as
imagens de fluorescéncia em que é observada também a reducdo de células marcadas, mas é

possivel identificar as células até 15 dias, duragdo do experimento animal. ANA LEDA

3.10. Procedimentos in vivo
Neste estudo, foram utilizados ratos fémeas da linhagem LEWIS/H com 6-8 semanas,
obtidas do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biol6gica (CEMIB) da Universidade

Estadual de Campinas.
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Todos os animais analisados tiveram as raizes nervosas ventrais na regido da
intumescéncia lombar do lado direito avulsionadas (n=5/grupo). O lado ndo avulsionado de cada
animal foi utilizado como controle para a andlise dos resultados. Os seguintes grupos

experimentais foram constituidos:
i. Avulsdo de raizes motoras

ii. Avulsdo de raizes motoras e injecao de PBS

3.10.1. Comité de ética

Os experimentos foram conduzidos seguindo-se as normas de ética em experimentacio
animal, tendo sido aprovado pela Comissio de Etica na Experimentacio Animal — CEEA — IB —

Unicamp, protocolo nimero 2543-1.

3.10.2. Avulsao das raizes motoras

Os animais foram anestesiados (60mg/Kg de quetamina e 10mg/Kg de xilasina) e
tricotomizados. Com o auxilio de uma lupa cirdrgica, foi feita uma incisdo paramediana dorsal.
A musculatura eretora da coluna vertebral foi entdo removida para a exposicdo das vértebras
tor4cicas. Foi feita a laminectomia de aproximadamente trés vértebras para que a intumescéncia
lombar fosse exposta. A dura mater foi seccionada longitudinalmente e as raizes dorsais e
ventrais localizadas e identificadas. O procedimento de avulsao foi realizado nas raizes nervosas
ventrais do lado direito com o auxilio de uma pinga tipo relojoeiro (n° 4), sendo trés raizes
avulsionadas (L4, L5 e L6). Encerrados os procedimentos cirdrgicos, a musculatura e a pele

foram suturadas e os animais mantidos em biotério por um periodo de 2 semanas.

3.10.3. Transplante e rastreamento das células tronco

mesenquimais

As CTM foram colocadas diretamente no funiculo lateral do lado lesionado (ipsilateral)
nos segmentos L4, L5 e L6 da medula espinal com o auxilio de uma pipeta Pasteur de espessura
capilar acoplada a uma seringa de Hamilton instantes apds a avulsdo das raizes ventrais. Foram
injetadas 3x10° células distribuidas em trés pontos eqiiidistantes ao longo dos segmentos

lesionados. Para as anélises da plasticidade sindptica, da astrogliose reativa e microgliose, as
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AT-MSC foram marcadas momentos antes do transplante com Qtracker 655 (Invitrogen), um

marcador fluorescente estavel.

3.104. Sacrificio dos animais e processamento dos espécimes

Todos os animais foram anestesiados (60mg/Kg de quetamina e 10mg/Kg de xilasina) e
submetidos a toracotomia e perfusdo trans-cardiaca (n=5 animais para cada grupo experimental)
com o auxilio de uma bomba peristiltica e solucdo salina tamponada, tendo o objetivo de
reduzir a contaminac¢do do tecido com sangue. Para ambos os estudos, grupos de animais foram

sacrificados duas semanas apds o procedimento cirtrgico.

3.10.5. Estudo da  sobrevivéncia neuronal e  para
imunohistoquimica

Apés perfusdo com salina tamponada, os animais ja sacrificados foram perfundidos com
formaldeido a 4% em tampido fosfato de soédio 0,1M; pH 7,38. O conjunto contendo a
intumescéncia lombar e raizes nervosas foi dissecado e imerso na mesma solucdo fixadora por
12 horas e, posteriormente, criopreservados. Os espécimes foram incluidos em meio de
congelamento (Tissue Tek - Miles Inc., USA) e congelados a —370C. Cortes histolégicos com

12pm de espessura foram obtidos em criostato (Micron M505) e posteriormente analisados.

3.10.6. Sobrevivéncia neuronal

Cortes congelados alternados de cada espécime foram corados por cresil violeta,
marcacio especifica de DNA e portanto marca o nucleo dos neur6nios. A contagem dos
motoneur6nios foi feita no niicleo motor lateral do corno anterior da medula espinal do lado
ipsilateral (lesionado) e contralateral (nd3o lesionado) em vinte sec¢des, ao longo da
intumescéncia lombar, sendo o intervalo entre eles de 48um. Apenas as células com nicleo
visiveis foram contadas. Para corrigir contagens duplas de neur6nios devido ao fato de um
mesmo nucleo poder estar presente em duas seccdes, foi utilizada a férmula de Abercrombie

(Abercrombie & Johnson, 1946):
N=nt/(t+d)

onde N € o valor corrigido de neurdnios, n ¢ o nimero de células contadas, t € a espessura entre
uma seccdo e outra (48 um) e d é o diametro médio do nucleo (20um). O diametro médio do

nicleo foi calculado a partir de 30 neurdnios distribuidos aleatoriamente em 3 secgdes
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representativas diferentes ao longo da intumescéncia lombar. A porcentagem de sobrevivéncia
neuronal foi determinada, sendo esta definida como a razdo percentual entre o ndmero de

motoneuronios ipsilateral e contralateral para cada grupo.

3.10.7. Imunofluorescéncia

Cada lamina foi lavada com PBS por 5 minutos para retirada do meio de congelamento.
O bloqueio dos sitios inespecificos foi feito por uma hora com solucido contendo 3% de BSA e
0,25% de Triton-X 100. Posteriormente, as ldminas foram incubadas em uma solucido contendo
1% de BSA, 0,1% de Triton-X 100 e o anticorpo primério por 18 horas (over-night) a 4 °C.
Apos esta incubacdo, as ldminas foram lavadas trés vezes com PBS 0,IM (5 minutos cada
lavagem) e incubadas com o anticorpo secunddrio adequado por 1 hora a temperatura ambiente
e ao abrigo da luz. As laminas foram lavadas 3 vezes com PBS 0,1M (5 minutos cada lavagem).
As andlises foram feitas por microscopia de fluorescéncia e as duplas marcagdes foram feitas

pela sobreposicao de imagens individuais obtidas no canal especifico de cada fluorocromo.
As andlises imunohistoquimicas foram feitas com os objetivos de:

a) Detectar e quantificar a cobertura sindptica: foi utilizado o anticorpo primario
antisinaptofisina (1:200, Dako), sendo esta proteina encontrada no interior de todos os terminais
sindpticos ativos. O anticorpo primdrio foi detectado através de um conjugado a cianina-2 (Cy-

2, 1:250, Jackson). Anélise realizada 2 e 6 semanas pOstransplante

b) Detectar e quantificar a astrogliose reativa: foi utilizado o anticorpo primario anti-
GFAP (1:100, Abcam), sendo que esta proteina tem sua expressdo aumentada apds intimeros
tipos de lesdes do SN. O anticorpo primario foi detectado através de um secundario conjugado a

Alexa 488 (1:400, Molecular Probes). Anélise realizada duas semanas pos-transplante.

¢) Detectar e quantificar a microgliose reativa: foi utilizado o anticorpo primario anti-
anti-Iba-1 (1:600, Wako), sendo que esta proteina tem sua expressdo aumentada apds inimeros
tipos de lesdes do SN. O anticorpo primario foi detectado através de um secundério conjugado a

Alexa 488 (1:400, Molecular Probes). Anélise realizada duas semanas pos-transplante.

c¢) Detectar acdo de Linfocitos T CD3: foi utilizado o anticorpo anti-CD3 PE (1:200,
Santa Cruz), ja que sua presenca em tecidos inflamados é descrita na literatura. Andlise foi

realizada duas semanas pds-transplante e n=3.
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As fotos de cada lamina foram realizadas no Microscépio de varredura a laser confocal
da Zeiss ( LSM-510). Foram feitas analises utilizando o software LSM Image Examiner

Software Release 3.2 para analise de intensidade de pixel.

3.10.8. Anadlise quantitativa da cobertura sinaptica, da

astrogliose reativa e microgliose reativa detectadas pela imunohistoquimica
Para a quantificacdo, foram selecionadas trés a quatro imagens representativas do lado
ipsilateral e trés a quatro imagens do lado contralateral a lesdo de cada animal de todos os
grupos. A densidade integrada de pixels, que representa a intensidade da imunomarcagdo das
proteinas foi medida na imagem inteira, de acordo com De Freria e colegas (2012), utilizando-se
o software IMAGEJ (versdo 1.33u, National Institutes of Health, USA). A propor¢do de
densidade integrada de pixels (lado ipsilateral/lado contralateral) foi calculada para cada animal

e entdo estabelecida a média das proporcdes para cada grupo + desvio padrio.

Também foi realizada andlise de intensidade de pixel das fotos pelo software LSM

Image Examiner Software Release 3.2.

3.10.9. Analise estatistica

Os resultados numéricos foram submetidos a andlise estatistica descritiva e de variancia.
Para a comparagao desses valores entre os grupos experimentais foi utilizado o teste U de Mann
Whitney para dados ndo-paramétricos com nivel de significAncia de p<0,05(*), p<0,01 (¥*) e

p<0,001 (**%¥).
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4.1. Caracterizacao das células mesenquimais obtidas de tecido
adiposo (AT-MSC)

Para a obtencdo de células-tronco mesenquimais do tecido adiposo foi
necessdrio padronizar o método de separagdo celular, expansio e caracteriza¢do destas células.
Em andlise de proliferacdo com BrdU (resultado ndo demonstrado), observou-se que as células
obtidas de pacientes obesos apresentava uma taxa de proliferacdo bem menor (passagem celular
a cada 10-14 dias) do que as de pacientes ndo obesos (a cada 4-7 dias). Desta forma, todos os

pacientes obesos e ex-obesos foram excluidos do estudo.

Apés os procedimentos de digestdo por colagenase e centrifugacdo, as células foram
colocadas em cultura (DMEN/10%.SFB). Observou-se uma diversidade de populacdes celulares
com predominincia de hemadcias e células pequenas, arredondadas, ndo aderidas ao frasco de
cultivo. Nos trés dias posteriores, realizou-se a lavagem da cultura com PBS com a finalidade de
manter as células aderidas (primeira caracteristica da populacdo de células-tronco
mesenquimais). A partir do terceiro dia, ja era possivel observar células aderidas na placa de

cultura com morfologia fusiforme semelhante a de fibroblasto.

4.1.1. Morfologia e aderéncia das AT-MSC em placa de cultura

Na terceira passagem, foi possivel observar uma populagdo homogénea com morfologia
fibrobl4stica, citoplasma extenso e achatado e prolongamentos nio ramificados (figura 18A).
Essas células expressam, em suas membranas e em seu citoplasma, marcadores de células-
tronco mesenquimais (CD105, CD90 e CD73), confirmados pela andlise de microscopia de
fluorescéncia(figura 18 B,C e D). A expressdao de CD90 foi confirmada na membrana celular e
em vesiculas citoplasmaéticas, enquanto CD105 e CD73 estavam expressos na superficie celular.
As células mantiveram seu fendtipo estdvel mesmo até 10 passagens em cultura (resultado nao

demonstrado).
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Figura 18. Microscopia optica e de imunofluorescéncia de AT-MSC na quarta
passagem. A) foto de microscopia optica com aumento de 10x. B-D) Imunocitoquimica das AT-
MSC dos marcadores CD73(verde), CD90 (roxo), CD105 (vermelho) e nuclear(DAPI) em

aumento de 40x.

4.1.2. Caracterizacao das moléculas de superficie celular

A caracterizacdo dos antigenos de superficie das AT-MSC obtida é fundamental e
realizada por citometria de fluxo utilizando um painel de anticorpos. Para cada amostra de
células obtida dos pacientes do Hospital das Clinicas da UNICAMP (n=7) foram realizadas
andlises dos marcadores celulares conforme descrito anteriormente. As células analisadas neste
estudo apresentaram homogeneidade quanto ao seu tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) e
possuiam o mesmo perfil de expressdo dos marcadores descrita; CD90 (99,60% +0,25), CD105
(99 , 61%), CD73 (97,85%%3,71), CD29 (99,52%=+2,27) e HLA-ABC (94,03%=1,45), sendo
que o marcador CD90 apresentou marcagcao mais intensa em todos os experimentos, enquanto
os marcadores CD34 (0,85%=0,31), CD45 (2.31%%2,79) e HLA-DR (0.96%=0,95) mostraram

baixa expressdo (figura 19). Assim, a caracterizagdo dessas células com os marcadores
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especificos definiu a populacdo obtida do tecido adiposo como uma populagdo de células-tronco

mesenquimais.
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CD105 99,61 % +0,59
CD29 84,11 % + 2,27
HLA-ABC 94,03 % +1,45
CD34 0,85 % +0,31
CDA4s 2,31 % +2,79
HLA-DR 0,97 % + 0,95

Figura 19. Citometria de fluxo das células-tronco mesenquimais apds a quarta
passagem. A) Dot-Plot das células, mostrando caracteristica homogénea dessa populacdo e
painel de histogramas dos marcadores de superficie celular. As AT-MSC possuem expressao
dos marcadores CD105, CD90, CD29, CD73 e HLA-ABC e auséncia de expressdo de HLA-
DR, CD45, e CD34. B) Tabela com as médias das porcentagens dos marcadores celulares

positivos e negativos (n=7).
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4.1.3. Capacidade de diferenciacio das AT-MSC em linhagens

mesodérmicas

O ultimo atributo fundamental para definir a populacio de células-tronco mesenquimal
€ a capacidade de diferenciacdo em pelo menos 3 tipos celulares mesodermais ou verificagdo da
multipoténcia. Para isso, protocolos de diferenciacdo foram padronizados no laboratério e foram

realizados ap0s a caracterizagio por citometria de fluxo.

4.1.3.1. Diferenciacao Osteogénica

O processo de diferenciacdo das células-tronco mesenquimais para a linhagem
osteogénica foi evidenciado com a coloragdo Alzarin Red S que cora em vermelho os depdsitos
de célcio e outros minerais. Como podemos observar na Figura 20B, encontram-se regides
avermelhadas em volta das células diferenciadas, as quais supdem-se que sejam depdsitos de
minerais provenientes da formacido de uma matriz extracelular mineralizada, semelhante a do
tecido 6sseo. Outra caracteristica marcante ¢ a mudanca de morfologia, pois as células
fibrobl4asticas alteram seu formato para células alongadas e alinhadas, recobrindo toda placa de

cultura e em alguns lugares formando aglomerados celulares.

4.1.3.2. Diferenciacio Adipogénica

Apés a diferenciacdo adipogénica, as células-tronco mesenquimais apresentaram
coloracdo vermelha citoplasmética em pequenas vesiculas quando submetidas a colora¢do com
Oil Red. A propriedade desse corante de interagir com lipideos e triglicerideos neutros mostra
uma coloragdo vermelha que evidencia o acimulo dessas substidncias em vesiculas
citoplasmaticas das células diferenciadas. Como podemos observar na Figura 20C as células-
tronco mesenquimais perderam sua morfologia fibroblédstica e adquiriram uma morfologia

redonda e com intimeras vesiculas, caracterizando o acimulo de lipideos.

4.1.3.3. Diferenciacao Condrogénica

Apés trés semanas, as células-tronco mesenquimais induzidas para diferenciacdo
condrogénica foram coradas com Alcian blue (Figura 20D). As células apresentaram expansao
no tamanho celular com significativo aumento do citoplasma, tornando-se arredondadas e
achatadas. E possivel observar uma coloragio celular azulada devido 2 interacdo do corante com

as glicosaminoglicanas expressas durante a diferenciacao.
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Figura 20. Microscopia optica de célula-tronco submetidas a diferenciacdo nas
linhagens mesodermais em aumento de 10X. A) Célula apresenta morfologia de fibroblasto.
B)As AT-MSC foram submetidas a diferenciacio osteogénica. O depdsito de célcio foi revelado
com a coloragdo com Alzarin Red S. C) Na diferenciacdo para linhagem adipogénica, o Oil Red
O marcaram as vesiculas de gorduras presentes no citoplasma celular. D) As fibras de coldgeno
e a producdo de matriz proteoglicana sio coradas por Alcian blue, indicando potencial das AT-

MSC de diferenciacdo para linhagem condrogénica.

4.1.4. Marcaciao das AT-MSCs por Qtracker(Invitrogen)

A marcacdo das células foi padronizada para posterior uso em animais. Na figura 21,
observa-se que o qdot655(vermelha) sdo pontos que emitem fluorescéncia na faixa 655. Em
algumas células, € possivel notar a concentracio dessas particulas perto do nicleo(DAPI) de
algumas células, mas, na grande maioria, estdo presentes em todo o citoplasma (Actina marcada

em verde). Por FACS, foi demonstrado que 98,9% das células submetidas a marcagdo possuem
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qdot655 no citoplasma. Assim, antes da injecdo das AT-MSC no modelo, as células estdo

marcadas para posterior rastreamento.
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Figura 21. Marcagdo das AT-MSC com qdot655(invitrogen) e microscopia de
fluorescéncia e citometria de fluxo. A) A marcacdo de qdot(vermelho) esta presente no
citoplasma(actina esta marcada com faloidina alexa flior 488 - verde) e perto do nicleo

celular(DAPI). verificou-se por FACS que 98,9% das células estavam marcadas com qdot655

(vermelho).
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4.1.5. Expressao do RNAm dos genes BDNF, GDN, TGF-$1, HGF,
IDO, IL-10, Nestina e p2-Microglobulina em AT-MSC

Para cada amostra de células(AT-MSC) obtidas dos doadores do Hospital das Clinicas
da UNICAMP (n=7) foi realizada andlise da expressdo dos genes para fatores neurotrdficos
(GDNF e BDNF), fatores imunossupressores (TGF-f1, HGF, IDO e IL-10) e controles
enddégenos Nestina e f2-Microglobulina por RT-PCR (Reverse transcription-polymerase chain

reaction) (figura 22).

Os transcritos dos genes controle demonstraram que as amostras possuem padrdo de
expressdo semelhantes. Observou-se também que os transcritos dos fatores GDNF e BDNF sao
fortemente expressos, assim como os fatores imunossupressores TGF-B1 e HGF, demonstrando
que a expressdo desses genes segue um nivel semelhante em todas as amostras celulares dos

diferentes doadores de tecido lipoaspirado.

Contudo, os outros genes relacionados a imunossupressao, IDO e IL-10, apresentaram
niveis de expressdo variaveis entre as amostras dos doadores analisadas, sugerindo que todos os

individuos analisados expressam esses genes, mas em diferentes niveis.

Fatores Neurotréficos Fatores imunossupressores
GDNF TGF-1

100 @ +
bp

Genes Controle
Nestina IDO

Figura 22. RT-PCR em gel de agarose de transcritos de fatores neurotrdficos, fatores
imunossupressores e genes de controle da reag@o. Os transcritos de Nestina, 2-Microglobulina,
GDNF, BDNF, TGF- B1 e HGF possuem padrio de expressdo em todas as amostras de AT-
MSC, enquanto que os transcritos de IDO e IL-10 tém niveis de expressdo diferente nas

amostras.
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4.1.6. Acao imunossupressora das AT-MSC em teste de proliferacao

in vitro de Linfocitos T

As AT-MSC humanas foram colocadas em duas concentracdes diferentes: barra cinza
(6x10%celulas por pogo- barra cinza) e barra branca (1,2x10° células por pogo- barra branca) em
cultura por dois dias. Ap6s esses dias, adicionou-se 1x 10° Linfécitos T especifico para proteina
basica de mielina (MBP=myelin basic protein) e com células apresentadoras de antigenos
(APCs) do timo (ambas as células de ratos Lewis) e a cultura prosseguiu por mais trés dias. Na
contagem do controle, que é a proliferacio na auséncia de AT-MSC, observou-se que a
quantidade de linfécitos T atingiu aproximadamente 4x10°. A proliferacio de linfécito T na
cultura de 6x10* AT-MSC (barra cinza) atingiu 2x10°(p<0,001) e na concentracio de 1,2x10°
AT-MSC (barra branca), a quantidade de linfécito T chegou a 1,5X106(p<0,001)(ﬁgura 23). Ou
seja, em ambas as concentracdes houve redugdo da proliferacdo de linfécitos T. Ainda, quando
comparada a taxa de proliferacdo entre as diferentes concentracdes de AT-MSC, percebe-se que
existe menor proliferacdo na maior concentracdo de células AT-MSC (p<0.05) Desta forma,
estd claro que existe efeito das AT-MSC humanas na proliferacdo de linfécito T de ratos
submetidos a estimulo especifico. Também observou-se que quanto maior a concentragdo de
AT-MSC humanas, maior impacto ou efeito imunossupressor na proliferaciao de linfécito T de

rato.

1,2x105 AT-MSC - -
(1:8)

*p<0.05

6x104 AT-MSC
(1:16)

**n<0.001

Controle

r T T T T T T T T T T T 1
00 05 10 15 20 25 3.0 35 40 45 50 55 60

Linfécitos T (x 10° células )

Figura 23. Os linfécitos T (1 x 10° células inicial) somado aos APCs do timo foram
estimulados na presenca do seu antigeno especifico (barra preta). Duas concentracdes diferentes
de ADSC foram adicionadas a cultura. Em ambas as concentracoes, 6x10° (barra cinza) e 1,2
x10° (barra branca), houve uma reducio significativa da resposta proliferativa dos linfécitos T

especificos do MBP

71



4.2. Modelo Animal

4.2.1. Enxerto das AT-MSC em medula espinal de ratos

As AT-MSC foram anteriormente marcadas com qdot655 e injetadas no funiculo lateral
da medula espinal conforme o esquema da figura 24A. Apds duas semanas, o animal foi
sacrificado e cortes histoldgicos seriados da medula foram realizados. Em alguns cortes foi
possivel observar o sitio de injecdo (figura 24B) na massa branca. Também foi possivel
encontrar um nudmero significativo de células marcadas com qdot655 no sitio de injecdo na
regido da massa branca e na regido periférica da medula em tecido muscular, comprovando que
as AT-MSC humanas sobreviveram por pelo menos duas semanas na medula de rato Lewis
(Figura 24C). Ainda, nao foi identificado AT-MSC na regido da substancia cinzenta, nem
migracdo para dreas do entorno medular. As AT-MSC parecem ter permanecido préximas ao

local da injecdo.

Injections

Figura 24. llustracdo esquemdtica da cirurgia e injecdo das AT-MSC e foto de
microscopia 6tica e fluorescéncia da medula de animais tratados com AT-MSC. A) Esquema do
procedimento da avulsao das raizes ventrais L4-L6 e a injecdo das células. B) Medula de animal
lesionado e o sitio de inje¢do na substancia branca da medula (5x) C) O sitio de injecdo e a

presenca de AT-MSC marcadas com qdots na substancia branca, apds 2 semanas da lesdo.
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4.2.2. Efeito imunossupressor das AT-MSC no modelo animal

Para analisar a capacidade das AT-MSC humanas atuarem no sistema animal, o
experimento foi realizado com o objetivo de comprovar o experimento in vitro de proliferacido
de linfécito T e verificar se na regido inflamada (lesdo) hd a presencga de linfécito T, através de
imunohistoquimica realizada com o anticorpo CD3. Verificou-se que a marca¢do de CD3 na
regido medular inflamada do rato € fracamente positiva em animais tratados com AT-
MSC(Figura 25A). Contudo, em animais nao tratados, observou-se que a marcagdo de CD3 esta
presente praticamente em toda a regido ventral da medula, demonstrando que ha a presenca de
Linf T na regido afetada(figura 25B). Desta forma, as AT-MSC estdo agindo no sistema

imunolégico do animal de forma supressora.
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Grupo Tratado

Grupo nao Tratado

Figura 25. Microscopia optica e de fluorescéncia mostrando a secgdo transversal da

medula espinal lesada e linfécitos T, marcadas com anti-CD3(vermelho) e DAPI(azul)(n=3) e
aumento do lado ipslateral (lado da lesdo). A) No grupo tratado, os Linf T CD3 sdo poucos
frequentes no tecido nervoso na area da lesdo devido a acdo imunossupressora das AT-MSC. B)
Na imagem da medula do grupo nio tratado, percebemos maior presenga de Linf T CD3, que ja

era esperado por se tratar de uma area inflamada.

4.2.3. Efeito neuroprotetor das AT-MSC sobre os motoneuronios

O efeito do tratamento com AT-MSC foi analisado determinando-se a porcentagem de

sobrevivéncia neuronal. A porcentagem € a razao percentual entre o nimero de motoneurdnios
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ipsilateral e contralateral para o periodo de sobrevida (duas semanas apds a avulsao) (figura 7 —

Azul de Cresil Violeta).

Nao houve diferengas estatisticas no ndmero absoluto de motoneurdnios no lado
contralateral(Figura 26C-D) a lesdo nas diferentes condi¢cdes experimentais (tratado 13,31 +
1,74; ndo tratado 13,56 + 2,38; valores médios absolutos por corte + DP). Desta maneira, foi
possivel expressar a porcentagem de sobrevivéncia neuronal em relagdo ao lado contralateral

nas diferentes situagdes experimentais.

Apés duas semanas, hd intensa degeneracdo dos motoneurdnios lesados no niicleo
motor dos animais dos grupos nao tratados(figura 26B). Observou-se neurdnios remanescentes
picndticos e com intensa cromatélise. Contudo, hd a presenca de varios neurénios no nicleo
motor do grupo tratado. Ha um niimero estatisticamente maior de neur6nios sobreviventes, com
sinais mais brandos de cromatélise (Figura 26A). Apesar do nimero de motoneurdnios
encontrado no lado ipsilateral ser menor que no lado contralateral, este numero foi
aproximadamente 50% maior que o nimero de neur6nios encontrados no grupo ndo tratado.
Calculou-se entdo a razdo percentual entre o nimero de motoneurdnios presentes no lado
ipsilateral e contralateral, obtendo-se os seguintes resultados: tratado 56,25% =+ 8,04; ndo tratado

36,66% + 4,83 (média + DP); p=0,0079. (Figura 26E).
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Figura 26. Efeito neuroprotetor das AT-MSC na sobrevivéncia neuronal. Corte
histolégicos corados com cresil violeta, evidencia nicleo dos motoneurdnios (seta vermelha) na
regido demarcada (circulo branco) . A-C) Lado ipsilateral a lesdo dos animais tratados e ndo
tratados. Observa-se a presenca de motoneurdnios com grande corpo celular e em maior numero
nos animais tratados. B-D) Lados contralateral a lesdo dos animais tratados e ndo tratados. E)
Representacdo gréfica da porcentagem de sobrevivéncia neuronal apds duas semanas da lesdao
das raizes motoras. Em que € possivel observar que o tratamento resultou num aumento de

sobrevivéncia neuronal de até 50% (p<0,01).
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4.2.4. Efeitos das AT-MSC na atividade sinaptica

Para avaliar as alteracdes na atividade sindptica apds avulsdo das raizes motoras e o
tratamento com AT-MSC, foi feita uma andlise imunohistoquimica da presenca da proteina
sinaptofisina no ndcleo motor lateral da coluna ventral da medula espinal, duas semanas apds a
lesdo. H4 similaridade entre os lados contralaterais a lesdo para a marcacdo com sinaptofisina
em ambos os tempos analisados (figura 27 C e D). A marcacio adjacente a superficie celular
dos grandes motoneurdnios que compdem o nucleo motor € bem definida. H4 uma intensa
reatividade nesta 4rea, a qual € atribuida ao grande ndmero de botdes pré-sindpticos aos
motoneuro6nios alfa (figura 27 G e H). Pela andlise de intensidade de pixel, é possivel confirmar

que hé integridade dos botdes pré-sindpticos ao redor dos motoneurdnios(figura 27 K e L).

Em contraste ao lado contralateral, a intensidade da expressdo da sinaptofisina foi
drasticamente reduzida na superficie dos motoneurdnios axotomizados dos animais tratados e
ndo tratados, indicando uma grande diminui¢do dos terminais em aposi¢do a estes neur6nios
(figura 27 A e B). Também foi observada uma grande diferenca na expressio de sinaptofisina
entre o grupo tratado(Figura 27E) e o grupo nio tratado(figura 27F). Nota-se que os neuronios
avulsionados e tratados com as células tronco apresentaram menor reducdo de terminais em
aposi¢do ao corpo celular, resultado de uma possivel diminui¢do do processo de eliminacdo
sindptica. A andlise pelo software revela que, no grupo tratado, hd uma queda da integridade dos
botdes pré-sindpticos ao redor do motoneurdnio, representado por auséncia de marcacdo de
sinaptofisina, embora haja regides na superficie do neur6nio em que elas estdo
preservadas(figura 271). Diferentemente, ao redor dos motoneur6nios dos animais nfo tratados

ndo existe drea preservada(figura 277J).

A avaliacdo quantitativa foi calculada pela média das razdes da densidade integrada de
pixels entre os lados ipsi e contralateal de cada grupo apds duas semanas e representada por
grifico (figura 28). Quanto mais préximo a razdo for de 1(um), maior proximidade da
reatividade basal do lado contralateral, o que significa que existe maior quantidade de visiculas
sinapticas ao redor do corpo neuronal. Desta forma, o grupo tratado (Rt) apresentou razdo de
Rt= 0,772+ 0,200 e o grupo ndo tratado(Rn), Rn=0,507 +0,0,143. A diferenca entre os grupos
foi significativa (p=0,0015).
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Figura 27. Imunohistoquimica de sinaptofisina do lado Ipslateral e contralateral. No
lado ipslateral, tanto em animais tratado(A,E) como em animais nao tratados(B,F), ha reducdo
de integridade dos botdes pré-sindpticos ao redor dos motoneurdnios. No lado contralateral, hd
intensa marcacdo ao redor dos neur6nios em funcdo da grande quantidade de botdes pré-
sindpticos aos motoneurdnios nos animais tratados e nao tratados (C,D,G e H). Pela analise de
intensidade de pixel realizada pelo software LSM Image Examiner Software Release 3.2, ha
diferencas entre os lados ipslaterais dos grupos. Observa-se que existem regides ao redor dos
motoneur6nios dos animais tratados em que os botdes pré-sindpticos estdo preservadas(I), o que
ndo ocorre ao redor dos motoneurdnios dos animais nao tratados(J), em que had auséncia de
marcadores de sinaptofisina ao redor de todo corpo celular. No lado contralateral, observa-se
que a marcagdo de sinaptofisina é muito intensa ao redor dos motoneurdnios dos grupos tratados

e nao tratados(K,L).
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Figura 28. Representacdo grifica da quantificacao de fluorescéncia de sinaptofisina. A
proximidade da razdo com o numero 1 representa maior presenca de vesiculas sindpticas. Desta
forma, o grupo tratado apresenta maior preservacdo das vesiculas sindpticas ao redor do corpo
neuronal, enquanto que no grupo ndo tratado hd reducdo dessas vesiculas. A diferenca é

significativa (p=0,0015).

4.2.5. Efeito das AT-MSC na astrogliose reativa

A avaliacdo de astrogliose reativa foi realizada por meio de marcacdo com GFAP apds
duas semanas da lesdo. Existe uma reatividade basal no lado contralateral de ambos os grupos
representada pela presenca de processos astrocitirios GFAP-positivo ao redor dos corpos
celulares dos motoneurdnios(figura 28 C,D). Na regido afetada pela lesdo de ambos os grupos,
observa-se maior atividade de astrocitos GFAP positivos. No entanto, quando os grupos sio
comparados entre si, observa-se que a intensidade de astrogliose reativa é menor no grupo
tratado (figura 28A) do que no grupo nfo tratado (figura 28C). A andlise por intensidade de
pixel representa graficamente a similaridade na intensidade de marcacdo de GFAP de ambos os
lados contralaterais (figura 28 F, H) e ressalta a diferenca entre os lados afetados pela lesdo do

grupo tratado (figura 28E) e do ndo tratado (figura 28G).

A avaliacdo quantitativa foi calculada pela média das razdes da densidade integrada de
pixels entre os lados ipsi e contralateal de cada grupo apds duas semanas e representada por
grafico (figura 29). Quanto mais préximo a razdo for de 1(um), maior proximidade da
reatividade basal do lado contralateral. Desta forma, o grupo tratado (Rt) apresentou razio de
Rt= 1,227+ 0,223 e o grupo ndo tratado(Rn), Rn=1,870+0,345. A diferenca entre os grupos foi

significativa (p=0,0004).
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Tratado Nao tratado Tratado

N3o tratado

Figura 29.Imunohistoquimica do corno anterior ventral da massa cinzenta da medula
espinal marcada com anti-GFAP, duas semanas apds a lesdo. Em ambos os grupos, observa-se
aumento de marcacdo GFAP no lado ipsilateral (A,C), quando comparados com os respectivos
lados contralaterais (B,D), caracterizando a astrogliose reativa . Contudo, nota-se menor
marcacao de GFAP no grupo tratado (A) quando comparada ao grupo nao tratado(C), indicando
que no grupo tratado a astrogliose reativa € menor. A andlise de intensidade de pixel esclarece a

observag¢io (E,F,G e H). Barra de escala = 50um
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Figura 30. Representacdo grafica da quantificagdo da astrogliose reativa duas semanas
apo6s a lesdo. A proximidade da razdo com o numero 1 representa menor atividade astrocitéria.
Desta forma, observa-se que ha diferenca significativa entre os grupos tratado e nio tratado

(p=0,0004), na qual a astrogliose reativa € mais intensa no grupo nao tratado.

4.2.6. Avaliacao da ativacio microglial

A ativacdo microglial foi avaliada por meio de marca¢do com IBA-1 apds duas semanas
da lesdo. Existe atividade da microglia no lado contralateral de ambos os grupos em condicdes
normais (Figura 30 B, D). Na regido afetada pela lesdo de ambos os grupos, observa-se aumento
de atividade da microglia. No entanto, quando os grupos sdo comparados entre si, a intensidade
da atividade microglial € mais intensa no grupo ndo tratado (figura 30C) do que no grupo
tratado (figura 30A). A andlise por intensidade de pixel representa graficamente a similaridade
da atividade microglial de ambos os lados contralaterais (figura 30 F, H) e ressalta a diferenca

entre os lados afetados pela lesdo do grupo tratado (figura 30E) e do no tratado (figura 30G).

A avaliacdo quantitativa foi calculada pela média das razdes da densidade integrada de
pixels entre os lados ipsi e contralateral de cada grupo, apés duas semanas e representada por
gréfico (figura 31). Quanto mais proximo a razdo for de 1(um), maior a atividade microglial na
regido lesionada. Desta forma, o grupo tratado (Rt) apresentou razio de Rt=2,697 + 1,623 e o
grupo ndo tratado (Rn), Rn=5,094 + 1,633. A diferenca entre os grupos foi significativa
(p=0,0032).
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Figura 31. Imunohistoquimica do corno anterior ventral da massa cinzenta da medula
espinal marcada com anti-IBA1, duas semanas apds a lesdo. Em ambos os grupos, observa-se a
ativacao microglial do lado ipsilateral (A,C), quando comparados com os respectivos lados
contralaterais (B,D). Contudo, hd menor marcacdo de IBA1 no grupo tratado (A) quando
comparada ao grupo nido tratado(C), indicando que no grupo tratado a ativacdo microglial é
menor. A andlise de intensidade de pixel esclarece a observacao (E, F, G e H). Barra de escala =

50um
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Figura 32. Representagdo grifica da quantificagdo da ativagcdo microglial duas semanas
ap6s a lesdo. A proximidade da razao com o numero 1 representa menor ativacdo microglial. Ha
diferenca significativa entre os grupos (p=0,0032), na qual a ativacdo microglial € menos

intensa no grupo tratado do que no grupo nao tratado.
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No presente trabalho, o protocolo de extracdo e selecdo de células mesenquimais
obtidas de tecido adiposo humano foi realizado e padronizado, seguindo os critérios
estabelecidos pelo Comité de Células Tronco Mesenquimal da Sociedade Internacional para
Terapia Celular[62] e utilizadas no modelo animal de avulsio da raiz ventral medular. As
células mesenquimais(AT-MSC) foram extraidas de lipoaspirado de doadores do Hospital das
Clinicas da Unicamp. O tecido foi tratado por digestdo enzimdtica com colagenase e as células
obtidas foram submetidas a cultura celular por 3-4 passagens, quando a sua caracterizagcdo foi
realizada. As AT-MSC eram aderentes em plésticos, expressaram marcadores CD90, CD73,
CD105 e CD29, ndo apresentaram marcadores CD34, CD45 e HLA-DR e foram capazes de
diferenciacdo em 3 linhagens celulares(adipdcito, ostedcito e condrécito). Além disso,
apresentavam transcritos de fatores neurotréficos (BDNF e GDNF) e imunossupressores (TGF-
B1, HGF, IDO1 e IL-10). Também foi possivel verificar in vitro, a capacidade imunossupressora
das AT-MSC sobre a proliferacdo de linfécitos T. A marcacdo por Qtracker, para posterior

rastreamento in vivo, ficou presente por ate 15 dias ou 4 passagens.

No modelo animal, as AT-MSC humanas foram identificadas no tecido nervoso ao fim
do periodo experimental (14 dias) por microscopia de fluorescéncia. Estes resultados indicaram
que as células humanas permaneceram vidveis por até 14 dias e, portanto, ndo foram mortas
pelo sistema imunolégico do animal. Comparado com os animais ndo tratados, foi possivel
observar que nos animais tratados houve maior sobrevivéncia de motoneurdnios e, nestes,
houve maior preservacdo das vesiculas sindpticas, mostrando que as AT-MSC tiveram agdo
neuroprotetora . Também se observou que nos animais enxertados com as AT-MSCs, houve
uma reducgdo de linfécitos T e de duas populagdes gliais (astroglia e micréglia), sugerindo que

houve efeito das AT-MSC no sistema imunoldégico do animal.

A utilizagdo do tecido adiposo como fonte de células-tronco mesenquimais € vantajosa
e o uso de AT-MSC autdlogas, como material de pesquisa e para terapia celular, é possivel,

segura e eficaz em estudos pré-clinicos [266, 267].

Os efeitos das AT-MSC em terapia celular t€ém se mostrado muito benéficos nos
diversos modelos, embora seus efeitos positivos sejam mais em funcio dos produzidos pelas
AT-MSC do que pela capacidade de diferenciacdo em outras linhagens celulares[268], assim

como as células mesenquimais de medula 6ssea[269].

O efeito imunomodulador das AT-MSC ¢ a acdo mais discutida, embora a capacidade
das células em secretar fatores de crescimento contribua fundamentalmente para a regeneragao
do tecido, ora estimulando células-tronco da 4rea afetada a diferenciar-se em progenitoras[124],

ora ajudando na sobrevivéncia celular do tecido lesionado[130]. Também descreve-se na
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literatura a fusdo entre células do tecido e as MSC como forma de agdo no processo
regenerativo[270]. Contudo, ainda ndo foi comprovado que o transplante de MSC induza a sua
propria diferenciacdo in vivo em células do tecido lesionado e nem que essa diferenciacdo

resulte em funcionalidade absoluta.

Estudos recentes sugerem a viabilidade do transplante de células tronco para o
tratamento de doencgas e lesdes no SNC[271-273]. Neste contexto, o presente trabalho propds o

uso de AT-MSC humanas no tratamento de ratos submetidos a avulsdo de raizes motoras.

Revisao de protocolos de outras pesquisas, cujo o foco foi xenotransplante de células-
tronco, mostrou mais de 100 estudos pré-clinicos que utilizaram AT-MSC isoladas de seres
humanos em receptores animais imunocompetentes (rato, camundongo , coelho e cdo) sem a
utilizacdo de imunossupressores. As doengas-alvo eram variadas, mas todos (exceto um estudo
em que as células AT-MSC diferenciadas morreram nos primeiros dias) mostraram melhorias
significativas apés xenotransplante AT-MSC. E importante ressaltar que as células humanas
tiveram algum tipo de acdo em 7 espécies[259, 260]. Estes estudos condicionaram a presenca
das MSCs em animais ao fato destas células terem baixa expressdo de MHC-II e possuirem

conhecida capacidade imunossupressora.

No presente estudo, as AT-MSC humanas no modelo de avulsao sobreviveram por pelo
menos 14 dias na area lesionada. A auséncia de antigeno de superficie HLA-DR nas AT-MSC
somada a capacidade de expressar transcritos imunossupressores como TGF-B1, HGF, IDOI e
IL-10 indicam que as células AT-MSC podem ter sobrevivido em funcdo da acdo destes fatores.
Além disso, o ensaio de proliferacdo de linfécito T foi realizado em cultura com ou sem AT-
MSC e células T estimuladas por processo especifico (proliferacdo na presenca de epitopos da
bainha de mielina) demonstrou que as células humanas reduziram a proliferacdo de linfécitos T,
numa relacdo inversamente proporcional. Ou seja, quanto maior a concentracdo de células AT-
MSC, menor a proliferacdo de células T. O ensaio de imunohistologia da sec¢do transversal da
medula espinal de rato com anticorpo anti-CD3(rato) demonstrou qualitativamente uma redugdo
da presenca de Linfdcitos T nos animais tratados com AT-MSC. Os resultados sugerem que as

células ndo possuem uma ac¢ao localizada, mas abrange todo o sitio de lesao.

H4 varios estudos que indicam que as AT-MSC modulam negativamente o sistema
imune[274]. Em estudo realizado em modelo de esclerose multipla (doenga autoimune com
encefalomielite) utilizando transplante alogénico de AT-MSC de camundongo, Constantin e
colaboradores observaram que a administragao dessas células em fase pré-clinica da doenca teve
efeito anti-proliferativo dos linfécitos T[124]. Em outra doenca autoimune, o diabetes tipo 1, as

células T inflamatdrias, num processo mediado pelas células Th1 CD4+ efetoras e por citocinas
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pro-inflamatérias (Interferon-IFN-y, Interleucina 2 -IL-2 e fatores de necrose tumoral-TNFa),
causam a destruicdo das células B (produtoras de insulina) na ilha pancreatica. O tratamento
com MSC induziu a proliferacdo de células T regulatdrias, reduzindo a acdo das células Thl e
as citocinas pro-inflamatdrias, enquanto houve aumento das citocinas anti-inflamatérias no
microambiente ao final do tratamento de 35 dias[275]. Peng e colegas realizaram experimento
com células AT-MSC e células dendriticas submetidas a co-cultura com células T CD4+. O
estudo demonstrou que moléculas co-estimulatérias foram suprimidas (IL-12 ¢ TNFa), houve
aumento da expressdo de IDO1 das dendriticas e as células dendriticas inibiram a ativacio de
Células T CD4+, confirmando o efeito imunossupressor das AT-MSC. Desta forma, estes
estudos corroboram os nossos resultados, demonstrando que, apesar de espécie diferente, as AT-

MSC humanas tem a¢@o imunossupressora no modelo animal.

Conforme descrito anteriormente, as lesdes proximais na medula espinal afetam os
axOnios dos motoneurdnios e resultam em perda de aproximadamente 80% destas células
durante as primeiras duas semanas [168, 194, 197]. Os resultados deste estudo mostraram que a
terapia com AT-MSC humanas manteve um ntimero significativo de motoneur6nios nos
animais tratados (56,25%) quando comparados aos animais sem tratamento (36,66%). A anélise
dos transcritos de AT-MSC mostra também que estas células expressam conhecidos fatores
neurotréficos, como BDNF e GDNF. A presenca das AT-MSC favoreceu a sobrevivéncia dos
motoneurdnios lesados, uma vez que a relagdo entre o tempo e a degeneracio é bem conhecida
neste modelo experimental e a maior parte dos motoneurdnios havia degenerado ap6s 2 semanas

nos grupos sem tratamento.

A desconexdo entre o motoneur6nio e o alvo muscular durante longo periodo torna-se
um fator preponderante para que haja morte neuronal[162]. Neste estudo, a avulsdo nado foi
seguida do reimplante das raizes nervosas, o que ndo possibilitou o desenvolvimento de um
eventual processo regenerativo nem a recuperacdo de movimentos da pata do animal. Desta
forma, estudos futuros deverdo ser realizados no sentido de se avaliar o potencial regenerativo
dos motoneurdnios avulsionados, submetidos ao tratamento com AT-MSC e reimplante das

raizes.

Um grupo de moléculas essenciais para o crescimento do neurito e consequentemente
para a sobrevivéncia dos motoneurdnios apds uma lesdo proximal sdo os componentes da matriz
extracelular. No nervo periférico, tem sido atribuido a laminina um importante papel na
aderéncia de substratos para o crescimento do axonio. Desta forma, a presenga da laminina é um
fator preponderante para a capacidade regenerativa do neurdnio. Interessantemente, ocorre uma

regulagdo positiva da producgdo de receptores (0-6 e a-7) para as lamininas no caso da avulsdo
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de raizes ventrais[276]. Lopatina e colegas, em andlise de transcritos, observaram que as AT-
MSCs expressam laminina e sugerem que estas células podem servir como suporte para brotos

nervosos em crescimento in vivo[277].

Também foi demonstrado que tratamento da medula espinal pds-lesao com MSC de
medula 6ssea de rato resultou em significativa reducdo da expressao de caspase-3 [278]. Neste
sentido, o enxerto de AT-MSC na medula poderia contribuir, em parte, para a sobrevivéncia

neuronal através da sua acdo anti-apoptdtica.

A secre¢do de fatores neurotroficos pelas AT-MSC pode ter colaborado para a
neuroprotecdo apds a lesdo medular. Embora ainda seja controverso quanto a secrecdo de
GDNF, diversos trabalhos descrevem a secrecdo de fatores neurotrdficos pelas AT-MSC[129,
279, 280]. Apesar do efeito GDNF ser significativamente mais potente do que o BDNF na
promocdo da regeneracdo axonal motora apds sec¢do do nervo tibial em ratos adultos, o
tratamento combinado de GDNF e BDNF aumentou significativamente o ndmero de
motoneurdnios que regeneraram seus axonios mostrando que, embora a ac¢do neurotrdfica destas
moléculas se realize por vias intracelulares distintas, elas, quando juntas, tém efeitos
sinérgicos[210]. Neste estudo, o efeito sinérgico dos fatores pode ter ocorrido, uma vez que o
ensaio de RT-PCR para andlise de transcritos de AT-MSC identificou a expressdo desses dois

fatores neurotroficos.

Em outro estudo, motoneurdnios axotomizados foram transfectados com adenovirus e
passaram a expressar continuadamente BDNF e GDNF. Isso resultava em intenso brotamento
dos axdnios, mas estes ndo foram capazes de regenerar, porque o crescimento axonal acontecia
em torno do motoneur6nio, ou seja, o axénio ndo saia do sitio de lesdo[281]. Também ¢&
conhecido que fatores neurotréficos ndao sdo capazes de manter a sobrevivéncia de
motoneur6nios lesados em um animal adulto por longos periodos caso ndo haja conexao entre o
corpo celular e o alvo[208]. Portanto o estimulo continuo pode ser maléfico; mas isto ndo
acontece com transplante de AT-MSC, porque estas células respondem a estimulos fisioldgicos,
como migrar para dreas lesionadas[282, 283] e controlar a secrecdo de citocinas de acordo com

0 microambiente.

Desta forma, a terapia celular com MSC poderia ser a primeira frente de combate na
lesdo, pois permite que os motoneurdnios permanecam vivos por um periodo de até 14 dias que

poderia ser crucial para o reimplante da raiz.

Ainda, MSCs modificadas geneticamente para super-expressar BDNF foram

transplantados em ratos com oclusao transitoria da artéria cerebral média (isquemia cerebral) e
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causaram melhora na recuperacdo da isquemia apds 7-14 dias e reducdo do numero de células
apoptoticas na penumbra isquémica[284]. Experimento com células modificadas geneticamente
também foi realizado em modelo de lesdo da medula espinal e foi observado que houve
aumento da sobrevivéncia neuronal em relacdo ao grupo com MSC ndo modificadas[285],
sugerindo que as MSCs podem ser parte de uma estratégia alternativa de combinacdo entre

terapia génica e celular.

A interrupc¢do do contato entre o motoneurdnio e as fibras musculares apds uma lesao
resulta na retracdo de botdes sindpticos da superficie da célula axotomizada[188]. H4 uma perda
significativa dos botdes sindpticos diminuindo ou mesmo abolindo a transmissdo sindptica
desses neurdnios [189, 190], que pode tornar-se permanente se a reinervagdo do 6rgdo alvo ndo

ocorrer[188].

Neste estudo, observou-se que, além de promover a sobrevivéncia de motoneuronios
lesionados, as AT-MSC também contribuiram para a organizagdo dos botdes sindpticos. A
sinaptofisina € uma glicoproteina de membrana que ocorre em vesiculas pré-sindpticas em
praticamente todos os neurdnios do sistema nervoso central que fazem transmissdo
sindptica[286, 287]. Na andlise imunohistoldégica com anticorpos anti-sinaptofisina, observa-se
claramente que os animais tratados possuem a marcacdo mais intensa ao redor dos
motoneur6nios, consequéncia de mais vesiculas pré-sindpticas ao redor do corpo celular,
sugerindo que a estrutura sindptica esta mais preservada nestes motoneurdnios do que naqueles
de animais nao tratados. Este resultado decorre da expressao do fator BDNF pelas AT-MSC, o
que corrobora os resultados de Novikov e colegas, no qual o tratamento com BDNF exdgeno

preveniu o destacamento de sinapses apds avulsdo e restabeleceu a frequéncia e a cobertura

sindptica[288].

Além disso, os resultados de imunohistologia realizada com anticorpos especificos para
populacdes gliais ativadas mostram que o tratamento com AT-MSC reduziu significativamente

a reacdo astroglial e ativacdo microglial.

A interacdo entre os motoneurdnios € o microambiente circunvizinho é de crucial
importancia para a estabilidade sindptica e a homeostase[192, 219]. As células da glia exibem
uma variedade de fungdes com destaque nos processos de homeostase neuronal. A astroglia
participa diretamente do destacamento das sinapses na superficie do motoneurdnio. Desta
forma, a atenuagdo da astrogliose reativa pode ser um dos mecanismos envolvidos na redugao
da eliminagdo sindptica. Ainda, a hipertrofia dos processos astrocitarios em torno do sitio de
lesdo forma densas fibras que limitam o brotamento do axdnio e a regenera¢do nas margens da

lesdo [289], contribuindo para a formacao da cicatriz glial, fundamental para conter o sitio de
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lesdo e manter a homeostase medular [225]. O implante de MSC pode sustentar um crescimento
axonal apds lesdes agudas[264] e crdnicas[290] no SNC, pois estas células alteram o
microambiente, permitindo o crescimento dos axdnios através da cicatriz glial. Contudo, o
equilibrio entre fatores inibitérios e estimulatérios, produzidos localmente pelas MSC e pelas
células residentes, é essencial para que o processo aconteca. Em co-cultura de neurdnios e
astrocitos GFAP+, o crescimento de neurito e a sobrevivéncia neuronal € significativamente

menor do que em co-cultura de astrocito GFAP- (nfo ativado)[291] e j4 hd modelo in vitro para

estudo de astrogliose reativa[292].

Alguns estudos indicam que a atuacdo de uma subpopulacdo de microglia (M1) nas
primeiras duas semanas contribui para o dano tecidual secunddrio (perda de neurdnios e
desmielinizaca0)[293, 294], justamente por liberar fatores pré-inflamatdrios e radicais livres no
processo de fagocitose. Além disso, elas expressam um proteoglicano, sulfato de condroitina,
que € potente inibidor de crescimento axonal[295]. Contudo, a fagocitose da mielina e células
vermelhas do sangue promove mudangas dessas células para um fenétipo anti-inflamatério,
contribuindo para o inicio da atividade da subpopulacdo de micréglia M2. Estas células, muito
pouco presente no inicio da lesdo, expressam altos niveis de IL10 ¢ TGF em uma resposta anti-

inflamatoéria, favorecendo o reparo tecidual.

Tanto a reducdo da astrogliose quanto da ativagao da micréglia observada neste trabalho
ocorreu muito provavelmente em funcio da acdo paricrina das AT-MSC. Estudos mostram que
células da astroglia ativadas foram tratadas com fatores anti-inflamatérios (TGF-f, IL10 e IL4)
e houve redugdo na producdo dos fatores pro-inflamatérios por elas produzidos, como 6xido
nitrico, TNF-a e IL6[296]. Ao mesmo tempo, a micréglia M1 também ¢é afetada por esses
fatores[296, 297]. Além disso, a sinaliza¢do por TGF-p, presente nas AT-MSCs, é fundamental
para quiescéncia das microglias ativadas[298]. Desta forma, os nossos resultados sugerem que a
producdo dos fatores imunossupressores liberados pelas AT-MSC humanas tenham colaborado

para a reducdo de astrogliose reativa e ativacdo microglial, contribuindo para a sobrevivéncia

dos motoneurdnios.

Um ponto a ser investigado é o que acontece com as subpopulacdes de micréglia. Existe
uma reducdo da presenca dela que possivelmente é a subpopulacdo M1, ja que ela é o primeiro
tipo celular a ser ativado. Mas ndo € possivel saber se as AT-MSC podem estimular a atividade
da subpopulacdo M2, responsdvel pelo inicio da regeneracdo tecidual. Duas questdes que
precisam ser esclarecidas € i)se o microambiente anti-inflamatério gerado pela AT-MSC ¢é
suficiente para o surgimento da M2 ou se € necessario uma sinalizagdo via M1 e ii) o efeito das

AT-MSC na reconstrucdo da barreira hemato-encefdlica.
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Em estudo comparativo com xenotransplante de AT-MSC e BM-MSC em lesiao aguda
da medula espinal na regido tordcica T9, Zhou e colegas[299] observaram que os dois tipos
celulares contribuiram para a recuperacdo do tecido. Contudo, as AT-MSC tiveram uma agdo
neuroprotetora maior que as BM-MSC. Além disso, houve um aumento da angiogenese,
recuperacdo axonal, reducdo da presenca de micrdglias e aumento de fatores tréficos do tecido.
O estudo ndo observou diferenciacdo das células transplantadas. Desta forma, o estudo sugere
que as células agem de forma pardcrina e os resultados corroboram os resultados do presente

estudo.

Diante do exposto, nosso estudo sugere que os beneficios da infusdo das AT-MSC no
reparo tecidual decorreria da ativacdo de vias  de sinalizag@o e interacdo local com as células
residentes, promovendo mecanismos reparadores e regenerativos, por meio da sintese de fatores
neurotréficos e imunossupressores, que parece ser o principal meio de agdo das AT-MSC.
Desta forma, o efeito positivo do implante de AT-MSC asseguraria sintese local de importantes

fatores sem a necessidade de diferenciar-se.

Em conclusdo, este trabalho uniu avaliacio imunolégica e funcional das AT-MSC
humanas em modelo animal. O efeito imunossupressor somado ao efeito neuroprotetor de
células mesenquimais de tecido adiposo humanas em modelo de avulsdo da raiz medular em
ratos, sugerem que essas células, em condicdes GMP, poderiam eventualmente ser usadas em

estudos clinicos de transplante autélogo e alégeno.
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6.

Conclusao



As AT-MSC humanas sobrevivem em xenotransplante em ratos, pois t€m um potente

efeito imunossupressor sobre as células T e células do sistema imune do sistema nervoso.

As AT-MSC expressam fatores neurotréficos que, apesar de espécie diferente, tém

papel fundamental na sobrevivéncia de motoneurdnios submetidos a avulsao.

A principal a¢do das AT-MSCs no modelo de avulsdo da raiz ventral da medula espinal

€ o efeito paracrino.

Ainda € necessdrio desvendar os efeitos das AT-MSCs na barreira hematoencefilica,
elucidando se o transplante celular restabelece a homeostase do microambiente medular e a
forma que ele afeta a acdo das micrdéglias/macréfagos M2, células essenciais para a regeneracdo

do tecido nervoso.

Nao foi possivel estabelecer o efeito do xenotransplante a longo prazo nem a taxa de
morte celular dia-a-dia apés a lesdo e apds o transplante. Essa informacao é relevante quando se

pensa em um possivel tratamento ou estudo clinico.

Ainda seguindo essa linha de raciocinio e indo além do estudo, a criagdo de um banco
de células mesenquimais pode ser uma proposta interessante a ser analisada para futuro uso

clinico.
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8.1. Anexol- Comité de ética Faculdade de Ciéncias

Medicas

y
E AS

e CULDADE DE CIENCIAS MEDIC.
P COMITE DE ETICA EM PESQUISA

S W S URICATD e ey i)

CEP, 06/11/08.
(Grupo [1I)

PARECER CEP: N° 839/2008 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0667.0.146.000-08

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “CULTURA DE CELULAS MESENQUIMAIS OBTIDAS DE TECIDO
ADIPOSO (ADSC), DIFERENCIACAO NEURONAL E MARCACAO COM
NANOPARTICULAS SUPER-PARAMAGNETICAS™.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Sara Teresinha Olalla Saad

INSTITUIGAO: Hemocentro/Unicamp

APRESENTACAO AO CEP: 10/10/2008

APRESENTAR RELATORIO EM: 06/11/09 (O formulario encontra-se no site acima)

I1 - OBJETIVOS

Obter células mesenquimais a partir de material de descarte de lipoaspiragio, diferencia-
las em neurdnios e marca-las com nanoparticulas super-paramagnéticas.

111 - SUMARIO

Serd coletado material de oito sujeitos submetidos a procedimento cirurgico
(lipoaspiragdio), sendo solicitado consentimento para utilizagdo deste material, que seria
descartado, para a presente pesquisa. As cé€lulas obtidas serdo manuscados em laboratério
visando a obtengdo de células tronco e sua diferenciagdo em células neuronais, as quais serdo
marcadas com nanoparticulas super-paramagnéticas.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Apos respostas as pendéncias. o projeto encontra-sc adequadamente redigido e de acordo
com a Resolugio CNS/MS 196/96 ¢ suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido.

Recomendagdo: Acertar o telefone do CEP (Comité de Etica em Pesquisa) no Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido.

V-PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acalar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares. resolve aprovar sem
restri¢des o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido. assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

Comitd de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vicira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8930
Caixa Postal 6111 FAX  (019) 3521-7187
13084-971 Campinas - SP ceplafem.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Pw ww.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index. html

O contetido ¢ as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI- INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou dc retirar scu
consentimento em qualquer fase da pesquisa. sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Ttem TV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra. por ele assinado (Item 1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado ¢
descontinuar o estudo somente apés analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS ltem 11L1.2). exceto quando perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alierem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). [} papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitdria — ANVISA —
Jjunto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA. o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parccer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item 111.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP. de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

V1-DATA DA REUNIAOQ
Homologado na X Reunidio Ordinaria do CEP/FCM, em 21 de outubro de 2008,

Profa. Dr/(c”ﬁﬁm#via Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM/UNICAMP.
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
' ia Viei ; FONE (019) 3521-8936
Rua: Tessilia Vicira de Camargo, 126 $036
(:I:i'; l::nmlhlil FAX  (019)3521-718
13084-971 Campinas - SP cepla fenv.unicamp.br

ra
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8.2.Anexo2- Comité de Etica-Instituto de Biologia

uUNIEAMP
CEUA/Unicamp

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO,

Certificamos que o projeto "Cultura de Células Mesenquimais obtidas de
tecido adiposo (ADSC), Diferenciacdo Neuronal em Modelo de Avulsdao da
Raiz Nervosa Dorsal" (protocolo n°® 2543-1), sob a responsabilidade de Profa.
Dra. Sara Teresinha Olalla Saad / Thiago Borsoi Ribeiro, esta de acordo com

os Principios Eticos na Experimentagao Animal adotados pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislagéao
vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008 que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 07 de novembro de
2011.

Campinas, 07 de novembro de 2011.

,\ ,
\

[ /T TP, ('i)@ccaé?f% N

/ / ;
(_/Profa. Dra. Ana Me/ria A Guaraldo FatimaAlonso
Presidente Secretaria Executiva
Telefone: (19) 3521-6359
EEE:/F&JEEI\:;A;:EQ £-mail: comisib@unicamp br
1;083-970 Campinas, SP - Brasil hitp://www.ib.unicamp.briceeal
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.y WA b unicamp by et formularioceta evibe formul,

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE

CAMPINAS
Comissao de Etica no Uso de Animais

CEUSUNICAHP

Erotoc.olo lw submissao )

Lj S‘-{g -i Protocolo para uso de animais em pesquisa o

‘Titulo do projeto Cultura de Cilulas Mesenquimals obtidas r1c‘t do adiposo (ADSC),
Diferenciacdo Neuronal em Modelo de Avuisdo da Raiz Nervosa Dorsal
Interessado Thiago Borsoi Ribeiro
Unidade Faculdade de Ciéncias Médicas
Departamen
SetF:: ro Dep, De Fisiopatolgia Medica _ Hemocentro
r
Contato Thiago ,Ramal i18734
E-mail thiagoborsoiribeiro@gmail.com
1. Finalidade
Finalidade do Pesquis
projeto AR
2. Periodo
Inicio lOE,/zOOS Término IO?_/ZOID |
3. Pesquisador(es) \
Executor [T\uago Borsoi Ribeiro s
Nivel académico Jpoutorado o
Nc.'me o Profa Dra Sara Teresinha Olalla Saad \
orientador
Facu_ld_ade ! faculdade de Ciéncias Médicas
Instituto
Departamento Dep. de Fisiopatologia Medicas H
Telefone / Ramal [3521-8734 [Fax T
E-mail thiagoborseiribeiro@gmail.com
Agéncia =
Financiadora Chibg
Colaboradores
Nome Prof Dr Alexandre Leite R. de Oliveira
Nivel académico |Doutorado
Facuidadel/ Faculdade de Ciécias Biologicas - 1B
Instituto —
Departamento Dep. de Anatomia
Telefone / Ramal |3521-6295 E-mail alreoliv@unicamp.bi N

4. Titulo do Projeto

Cultura de Células Mesenquimais obtidas de tecida adi
Diferenciacao Neurona! em Modelo de Avulsac de Raiz Nerv
Em Inglés Culture of mesenchymal cells obtained from adipose lissue {(ADSC), and
(opcional) Neuronal Differentiation in Dorsal Nerve Root Avu del

5. Objetivo(s) da Pesquisa

Em Portugués

O tecido adipnso é uma nova fonte de células-tronco mesenc
tem potencial de se diferenciarem em osteocitos, cor t
e outros tipos celulares, tals como células neuronais. A px
5.1 Descricao use de células mesenguimais numa futura terapia regen
nervoso é promissora, uma vez que ha descrite na literatura o uso dela
em diversas modelos nervasos (AVC - Acidente Vascular Cereb
Tambeém ja é de conhecimento que as células mesenquim:

)

CEUA/UNICAMP Telefone: (19} 3521-6359
Caixa Postal 6109 gif:
13083-970 Campinas, SP - Brasil
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8.3. Anexo3- Termo de consentimento

~TLRMT D6 CONTSECNTIMENTO =

Tecido adiposo

Eu, , registro
hospitalar: , RG: , autorizo a doagédo

de 20 ml de tecido adiposo, coletados durante a cirurgia de lipoaspiracdo a que serei
submetida em ____/ /. Este material seré utilizado para pesquisa a serem
realizadas na UNICAMP. Informo que fui devidamente esclarecido (a) sobre todas as
possiveis intercorréncias que possam decorrer deste procedimento, ja descritas no
termo de consentimento livre esclarecido de autorizagao para cirurgia. Fui informado(a)
que se nao quiser autorizar esta doacdo, ndo haverd nenhum prejuizo ao meu
atendimento nestes hospitais (Complexo Hospitalar HC, CAISM, Hemocentro da
UNICAMP).

Informaram-me de que o material coletado ser3 utilizado na pesquisa “Cultura de
Células Mesenquimais obtidas de tecido adiposo (ADSC), diferenciagdo neuronal e
marca¢ao com nanoparticula Super-paramagnética” e sera conduzido pelo aluno de
mestrado Thiago Borsoi Ribeiro sob orientacdo da Profa. Dra. Sara Terezinha Olalla
Saad. O projeto consiste na extracdo de células do material coletado de tecido adiposo
(lipoaspira¢do) e o estudo destas células no processo de diferenciacdo neuronal e
marcac¢ao por particulas magnéticas.

Todas as minhas perguntas foram adequadamente respondidas e minhas

duvidas esclarecidas. A opcdo de doacdo foi tomada de modo consciente, livre e
voluntério.

Doador

Campinas, / /

Telefone para contato
Pesquisador (Hemocentro): (19) 35218734

Comité de Etica da nicamp: (19) 3521-8942
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