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Abstract

Peripheral nerve regeneration is a complex process that is dependent on the rearrangement and
activation of Schwann Cells (SC). Such stimulation of SCs may be achieved by the use of exogenous
stem cells. In order to better understand the importance of mesenchymal stem cell (MSC) grafting in
the peripheral regeneration process we have used the model of sciatic nerve tubulization. Tubular
prostheses were prepared from polycaprolactone (PCL) membranes and filled with fibrin sealant (FS),
which was used as a substrate for the MSC. The technique of tubulization was applied in adult Lewis
female rats that were divided into four groups (n = 5 per group): normal, PCL (empty tube), FS (tube
filled with fibrin sealant) and FS + MSC (tube filled with fibrin sealant and grafted with MSC). Sixty days
after injury, the regenerated nerves were processed for imunohistochemistry and observed under
fluorescence microscopy. The presence of GFP positive stem cells was detected in the nerves of the
animals that received MSC grafts, indicating the long term survival of such cells. The axonal
regeneration process was studied by immunohistochemistry and revealed the presence of the basic
elements of the peripheral nerve, namely axons and basal lamina components that were equivalent in
all experimental groups. The axonal organization was observed with anti-neurofilament
immunostaining. The presence of SCs was analyzed with anti-S100 immunostaining and anti-type IV

collagen was used to detect the basal lamina. Anti-p75™ <

, the low affinity receptor for neurotrophins,
was used to investigate the reactivity of the SCs. A basal positive labeling in uninjured nerves was
detected, which was upregulated by the regenerative process, being statistically higher in FS + MSC

group (77% relative to uninjured nerve; p<0.001). Moreover there was colocalization between GFP-

positive MSC and anti-BNDF immunolabeling, showing a possible pathway that these cells induce the
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reactivity of SCs. From sciatic nerve semi-thin sections we were able to evaluate that the areas of
regenerated nerves were statistically the same in the different experimental groups. When we
quantified the number of myelinated axons in 50.000um?, the FG+MSC group showed higher density of
axons when compared with PCL group (25%, p<0,05). In the same way, the analysis of morphometric
parameters showed that the FG+MSC group have a tendency to present higher caliber axons and ticker
myelin sheath when compared with other groups, being that the myelin sheath thickness, in the
interval between 1,46 to 2,25um, was significantly higher in FG+MSC group when compared to PCL and
FG (p<0,05). As the functional result of the findings above, the FG+MSC animals showed higher motor
function recovery, analyzed by FFl, at seventh and eighth weeks after lesion. The findings herein show
that MSC associated with the FS scaffold improve the regeneration process by positively modulating

the reactivity of SCs.



Resumo

A regeneracdo nervosa periférica € um processo complexo dependente do rearranjo e ativacdao das
células de Schwann. O estimulo das células de Schwann pode ser alcancado através do enxerto de
células tronco exégenas. Com o intuito de entender a importancia do enxerto de células tronco
mesenquimais (MSC) no processo regenerativo periférico, utilizamos o modelo de tubulizacdo do
nervo isquiatico. As préteses tubulares foram preparadas a partir de membranas de poli-caprolactona
(PCL) e preenchidas com selante de fibrina (FG), utilizado, neste caso, como substrato para as MSC. A
técnica de tubulizacdo foi feita em ratas fémeas Lewis adultas, divididas em 4 grupos (n =5 por grupo):
normal, PCL (tubo vazio); FG (tubo preenchido com selante de fibrina) e FG+MSC (tubo preenchido
com selante de fibrina e enxertado com MSC). Sessenta dias ap06s lesdo, os nervos regenerados foram
processados para imunoistoquimica e microscopia de luz. A presenca de MSC GFP-positivas foi
detectada nos nervos dos animais que receberam enxerto de MSC, indicando que a sobrevivéncia, a
longo prazo, das células tronco no tecido. A regeneragao axonal, analisada por imunoistoquimica,
revelou expressao de elementos bdsicos do nervo periférico, ou seja, componentes dos axénios e da
lamina basal tiveram a expressdo equivalente em todos os grupos experimentais. A organiza¢dao axonal
foi observada através da marcacdo anti-neurofilamento. A presenca das células de Schwann foi
analisada através da marcagao anti-S100 e o anticorpo anti-coldgeno IV foi utilizado para detec¢do da
lamina basal. A imunomarcacdo anti-p75"'\, o receptor de baixa afinidade para neurotrofinas, foi
utilizada para investigar a reatividade das células de Schwann. A marcac¢ao basal deste, em nervos nao
lesionados, foi aumentada pelo processo regenerativo, sendo estatisticamente maior no grupo

FG+MSC (77% em relagdo ao nervo contralateral; p<0.001). Além disso, houve colocalizacdo de MSC
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GFP-positivas e imunomarcacdo anti-BDNF, evidenciando uma possivel via de atuacdo das células
sobre o comportamento das células de Schwann. A partir da andlise das sec¢des semi-finas dos nervos
pudemos avaliar que a drea dos nervos regenerados no interior das préteses tubulares foi
estatisticamente igual nos diferentes grupos experimentais. Quando quantificamos o numero de
axonios mielinizados por uma &area fixa, o grupo FG+MSC apresentou maior densidade de ax6nios em
relacdo ao grupo controle (25%, p<0,05). Da mesma maneira, quando analisamos os parametros
morfométricos nos diferentes grupos experimentais, o grupo FG+MSC apresentou uma tendéncia a
apresentar axonios de maior calibre e bainha de mielina mais espessa, em relacdo aos demais grupos,
sendo que, a EBM, no intervalo de 1,46 a 2,25um, foi significantemente maior em relacdo aos grupos
PCL e FG (p<0,05). Como consequéncia, os animais do grupo FG+MSC mostraram recupera¢gdao motora
significativamente maior na sétima e oitava semana de analise do indice funcional do nervo fibular. Os
achados deste estudo mostram que as MSC enxertadas conjuntamente com selante de fibrina

influenciam positivamente o processo regenerativo, modulando a reatividade das células de Schwann.
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tubulizacdo. Em A, implante do tubo de policaprolactona vazio, PCL, em B, implante do tubo de

policaprolactona preenchido com cola de fibrina, FG, em C, implante do tubo de policaprolactona
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preenchido com cola de fibrina e enxerto de células tronco mesenquimais, FG+MSC e em D, nervo
contralateral. Em E, grafico mostrando a quantificacdo das areas. Escala = 100um.

Figura 14: Grafico contendo o numero médio da estimativa total de fibras regeneradas * erro padrao,
nos nervos contralaterais e nos grupos PCL, FG e FG+MSC.

Figura 15: Micrografias de luz dos nervos regenerados 60 dias ap6és tubulizacdo. Implante do tubo de
policaprolactona vazio, PCL (A), implante do tubo de policaprolactona preenchido com cola de fibrina,
FG (B), implante do tubo de policaprolactona preenchido com cola de fibrina e enxerto de células
tronco mesenquimais, FG + MSC (C) e nervo contralateral (D). Escala = 10pum.

Figura 16: Grafico contendo o nimero estimado de fibras regeneradas em 50.000um? + erro padrio
nos grupos PCL, FG e FG+MSC.

Figura 17: Distribuicdo de frequéncia do didmetro das fibras mielinicas (DFM) regeneradas nos
diferentes grupos experimentais, 60 dias apds tubulizacdo.

Figura 18: Andlise estatistica comparativa dos grupos experimentais nos respectivos intervalos da DFM.
Figura 19: Distribuicdo de frequéncia do diametro dos ax6nios mielinicos (DAM) regeneradas nos
diferentes grupos experimentais, 60 dias apds tubulizagao.

Figura 20: Analise estatistica comparativa dos grupos experimentais nos respectivos intervalos da
DAM

Figura 21: Distribuicdo de frequéncia da espessura da bainha de mielina (EBM) dos axoénios
regenerados nos diferentes grupos experimentais, 60 dias apds tubuliza¢ao.

Figura 22: Andlise estatistica comparativa dos grupos experimentais nos respectivos intervalos da EBM.
Figura 23: Distribuicdo de frequéncia da Razdo "g" (RZG) dos diferentes grupos experimentais, 60 dias

apos tubulizagao.
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Figura 24: Andlise estatistica comparativa dos grupos experimentais nos respectivos intervalos da
Razao "g".

Figura 25: Andlise da funcdo motora dos animais 8 semanas ap6s a lesdo. Grafico construido com
valores do indice funcional do nervo fibular.

Figura 26: Micrografias geradas a partir do imageamento ao 2P-LSM, mostrando a expressao de
proteinas fluorescentes no nervo normal de um animal da linhagem TFGD: Thyl-eYFP em vermelho,
GFAP-eCFP em verde e a sobreposicdo de ambos. Barra de escala = 10um.

Figura 27: Projecdes 3D nos nervos clareados e ndo clareados do camundongo da linhagem TFGD:
mostrando em vermelho Thy1-EYFP e em verde GFAP-ECFP.

Figura 28: Imagens dos nervos de animais CXCR mostrando o nervo ndo lesionado e nervos 3, 7 e 14
dias apd6s esmagamento. Note que ndo ha quase nenhuma detecgcdo fluorescente nos nervos nao
lesionados, enquanto nos nervos esmagados ha deteccdo de células CX3CR1-GFP positivas. Barra de
escala = 10um.

Figura 29:Imagens de nervos de animais da linhagem TFGD sem lesdo, 3, 7 e 14 dias apds
esmagamento do nervo isquiatico. Barra de escala = 10um.

Figura 30: Imagens adquiridas de nervos de animais da linhagem NGYT, tanto sem lesdao quanto 3 dias
apdés esmagamento do nervo isquidtico. Observe os remanescentes de GFP, resultantes da
degeneragao Walleriana no nervo lesado Barra de escala = 10um.

Figura 31: Sec¢bes da medula espinal lombar de animais CXCR 14 dias apds esmagamento do nervo
isquidtico. Em A, representacdo esquematica do pool do nervo isquidtico (delimitado pelo circulo) no

corno anterior da medula espinal. B e C mostram a deteccdo de células CX3CR1-GFP positivas nos lados

contra e ipsilateral a lesdo, respectivamente. Barra de escala = 50um.
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Figura 32: Seccdes da medula espinal lombar de camundongos TFGD, 7 e 14 dias apds o esmagamento
do nervo isquidtico. Ae B sdo os lados contra e ipsilateral a lesdo, respectivamente, 7 dias apds
lesdo. C e D mostram os lados contra e ipsilateral, 14 dias apds o esmagamento, respectivamente.

Barra de escala = 50um.
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Organizaga"\o geral da dissertacao

A presente dissertacdo estd dividida em dois capitulos. O Capitulo | intitulado "Uso do selante
de fibrina combinado com células tronco mesenquimais no reparo de nervos periféricos através da
técnica de tubulizagdo" foi desenvolvido no Laboratério de Regeneracdo Nervosa, Instituto de Biologia
- UNICAMP, sob orientacdo do Prof. Dr. Alexandre Leite Rodrigues de Oliveira. O Capitulo Il intitulado
"Andlise dos mecanismos celulares da injuria axonal no sistema nervoso periférico utilizando novas
técnicas de imageamento”, foi desenvolvido no Laboratdrio de Fisiologia Molecular, Instituto de
Fisiologia da Universidade de Saarland em Homburg, na Alemanha, sob supervisdo do Prof. Dr. Frank
Kirchhoff, sendo resultado do auxilio concedido pela Fapesp, na modalidade Bolsa Estagio de Pesquisa
no Exterior (BEPE).

Ao todo, este trabalho compreende 20 itens. Os 5 primeiros sdo introdutdrios ao texto de
ambos os capitulos, compreendendo a Lista de Abreviaturas, Lista de Figuras, Lista de Tabelas,
Introduc¢do Geral e Justificativa.

Os itens seguintes se referem ao conteudo da tese propriamente dita, estando estruturados em
Resumo, Abstract, Materiais e Métodos, Resultados, Discussdao e ConclusGes, em ambos os Capitulos
componentes da tese.

O ultimo item, Referéncias Bibliograficas, é referente tanto ao Capitulo | quanto ao Capitulo Il.
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1. Introducao geral

1.1 O Sistema Nervoso

O sistema nervoso consiste de uma porcdo central (Sistema Nervoso Central - SNC) e uma
porcdo periférica (Sistema Nervoso Periférico - SNP). As funcbes exercidas pelo sistema nervoso
envolvem o processamento das informacbes sensoriais, controle motor, mediacdo de respostas
autonOmicas, elaboracao de respostas emocionais, aprendizagem e meméria (Kandel, et al. 2000).

Os neuroOnios sao células especializadas na conducdo do impulso nervoso e constituem a
unidade fundamental do sistema nervoso. Um neurbnio tipico é constituido de um corpo (soma),
dendritos e um axonio (Machado, 2006).

O corpo celular do neur6nio é considerado o centro metabdlico, sendo responsavel pela sintese
da maioria das proteinas neuronais, bem como pela degradacdo e renovacdo dos constituintes
celulares. Os dendritos, por sua vez, sdao responsaveis por receber e gerar estimulos. O axdnio se
origina no corpo do neurénio em uma regido chamada cone de implantag¢dao (Kandel, et al. 2000).
Possui comprimento variavel, podendo ter, no humano, de alguns milimetros a mais de um metro,
como é o caso dos axonios dos neurdnios que formam o nervo isquidtico. O ax6nio é especializado na
condugdo do impulso elétrico, sendo também responsavel pelo transporte de substancias, como
neurotrofinas e fatores de crescimento. Esse transporte se faz do corpo celular para os terminais
axonais e também dos terminais para o corpo celular, sendo denominado fluxo axoplasmatico
anterégrado e retrégrado, respectivamente (Machado, 2006). A célula, como um todo, recebe

terminais ou botdes sinapticos de outros neurdnios, formando sinapses.



O SNC é constituido pelas estruturas do sistema nervoso que estdo protegidas por
compartimentos ésseos, compreendendo o cérebro, cerebelo, tronco encefdlico e medula espinal. A
medula espinal esta localizada no interior do canal vertebral e é tida como o maior condutor de
informacdes que partem da pele, articulagées e musculos do corpo para o encéfalo, e vice versa. Esta
comunicacdo da medula espinal com o corpo é feita através dos nervos espinais, que, juntamente com
os ganglios, formam o SNP (Kandel, et al, 2000; Bear, et al., 2008). O SNP possui duas partes: somatica
e visceral. O SNP visceral, também chamado de sistema nervoso autdonomo, involuntario, constituido
por neurdnios que inervam os O0rgaos internos, vasos sanguineos e glandulas. Fibras nervosas viscerais
sensitivas levam informacdo sobre a funcdo visceral para o SNC, enquanto que os ax0nios viscerais
motores comandam a contracdo e relaxamento dos musculos lisos (e musculatura cardiaca)
constituintes dos érgdos (Bear, et al., 2008). O SNP somatico, por sua vez, é formado por axénios que
inervam a pele, articulagcdes e musculos estriados esqueléticos, atuando sobre controle voluntario. Os
axonios somaticos motores comandam a contracdo muscular, sob comando dos neurbénios motores,
cujos corpos celulares estdo localizados em nucleos na porgao ventral da medula espinal (Bear, et al.,
2008). As fibras sensitivas somaticas, por sua vez, inervam e coletam informagdes da pele, musculos e
articulagdes, e penetram na medula espinal via raizes dorsais. Os corpos celulares destes neurdnios
estdo localizados fora do SNC, nos ganglios da raiz dorsal (Bear, et al., 2008).

Logo apds deixarem o a medula espinal ou os ganglios sensitivos, as fibras nervosas se unem
para formar os nervos periféricos espinais, como o nervo isquiatico. Da unido da raiz dorsal, sensitiva,
com a raiz ventral, motora, forma-se o tronco do nervo espinal, que funcionalmente é misto (Machado,

2006).



O nervo isquidtico é o maior nervo do corpo humano e faz parte do plexo lombossacral. Este,
por sua vez, é formado pelas raizes ventrais dos nervos espinais (L4, L5, S1, S2, S3 e S4). O nervo
isquiatico é formado por trés ramos: nervo tibial, nervo fibular comum e nervo sural (Machado, 2006).
O nervo tibial, que é responsavel por inervar todos os musculos da face posterior da coxa e perna.
Nesta ultima, controla os movimentos de flexdo plantar e inversdo; e o nervo fibular comum é
responsdvel pela inervacdo dos musculos da regido anterior da perna, responsaveis pelos movimentos

de dorsiflexdo e eversdo (Dangelo e Fattini, 2011).

1.2 Estrutura dos nervos espinais

O nervo periférico, esquematizado na Fig. 1, apresenta um envoltdrio de tecido conjuntivo rico
em vasos, denominado epineuro. No interior, dispdem-se fibras nervosas organizadas em fasciculos. O
epineuro com seus vasos penetra entre os fasciculos. Dessa maneira, cada fasciculo é delimitado pelo
perineuro, que compreende o tecido conjuntivo denso ordenado e células epiteliais lamelares ou
achatadas, que formam varias camadas entre o tecido conjuntivo e as fibras nervosas. Entre as
camadas de células epiteliais perineurais também ha fibras colagenas. Geralmente, a microscopia
Optica, identifica-se apenas o componente conjuntivo do perineuro. As células perineurais sdo,
contudo, facilmente identificadas a microscopia eletrénica. Unem-se uma a uma por jungdes de
oclusdo e assim isolam as fibras nervosas do contato com o microambiente do epineuro e adjacéncias.
Dentro de cada fasciculo, delicadas fibrilas coldgenas (colageno tipo Ill), também denominadas fibras
reticulares, formam o endoneuro, que envolve cada fibra nervosa. O endoneuro limita-se

internamente pela membrana basal da célula de Schwann (Machado, 2006).
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Figura 1: Esquema ilustrativo da estrutura do nervo espinal (Modificado de Siemionow e Brzezicki,

2009).

As células de Schwann formam a maioria das células gliais periféricas. S3o derivadas
embriologicamente da crista neural e formam duas populagdes principais durante a ontogenia,
dependendo de sinais emitidos pelos ax6nios, as células de Schwann mielinizantes e as nao-
mielinizantes. Estas, usualmente recobrem coletivamente grupos de ax6nios de pequeno calibre,
separando axoOnios individuais apenas por delgados prolongamentos. As células de Schwann
mielinizantes sdo associadas a um axénio, geralmente de calibre maior (Kettenmann e Ransom, 2005)

Os axo6nios de neurbnios motores e parte daqueles dos neurbnios sensitivos sdao envoltos por
mielina, ao longo do seu comprimento. A bainha de mielina é um componente especializado do
sistema nervoso que maximiza a eficiéncia da conduc¢dao e velocidade dos potenciais de acdo. Esta

arranjada em camadas lipidicas bimoleculares concéntricas intercaladas com camadas proteicas.



Andlises moleculares mostram que a mielina possui composicdo similar a da membrana plasmatica,
tendo constituicdo 70% lipidica e 30% proteica, com maior concentracdo de colesterol (Kettenmann e
Ransom, 2005).

Tanto a estrutura lamelar regular quanto a composicdo bioquimica da mielina sdo
consequéncias de como ela é formada a partir da membrana plasmatica. Durante o desenvolvimento
do SNP, antes da mielinizacdo acontecer, os axénios no nervo periférico se localizam paralelamente as
Células de Schwann. As células de Schwann se alinham ao axénio em intervalos que formardao os Nodos
de Ranvier. A membrana citoplasmatica externa da células de Schwann envolve um Unico axénio e
forma uma estrutura de dupla membrana chamada mesaxo6nio, a qual alonga e se espirala ao redor do
axonio, formando as camadas concéntricas (Kandel et al., 2000).

No nervo imaturo, em desenvolvimento, um grande conjunto de ax6nios torna-se envolto por
uma Unica célula de Schwann. O estabelecimento do contato com o axonio desencadeia a proliferacao
das células de Schwann. Os ax6nios sdo gradualmente segregados, enquanto as células de Schwann
proliferam e enviam seus prolongamentos mais profundamente no feixe de axénios. Uma relagao 1:1 é
estabelecida entre cada Célula de Schwann e um segmento isolado de um axdénio que serd mielinizado.
Durante este periodo, a célula de Schwann sofre um alongamento lateral substancial ao longo do
axonio e secreta uma lamina basal na superficie abaxonal da unidade célula de Schwann/axénio. A
deposicdo da lamina basal é um dos eventos que dirige a diferenciacdo das célula de Schwann em
direcdo a mieliniza¢do (Garbay et al., 2000).

O programa para mielinizagdo envolve numerosos sinais transmitidos entre os axénios e as
células de Schwann que incluem, no SNP, neurotrofinas, como BDNF e NT3. A remoc¢ao de BDNF inibe a

mielinizacdo enquanto a remocdo de NT3 aumenta a mielinizacdo (Chan et al., 2001).



1.3 Lesao Nervosa Periférica

Pelo fato de os neurdnios possuirem longos axonios e pequenos corpos celulares, a maioria das
injurias, tanto no SNC quanto no SNP envolvem danos axonais. A transec¢ao axonal é chamada
axotomia e suas consequéncias sdo numerosas. Primeiramente, a axotomia divide o axénio em um
segmento proximal, que permanece unido ao corpo celular, e um segmento distal que, devido a lesao,
perde a conexao com o soma. Pelo fato da capacidade de sintese de proteinas ser restrita ao corpo
celular, a axotomia resulta em degeneracao do segmento distal.

Seddon (1943) classificou as injurias nervosas em trés grupos principais: neuropraxia, axotomia
e neurotomia. A neuropraxia € caracterizada pelo dano local da bainha de mielina, usualmente
secundario a compressdo. A continuidade do axonio é preservada e o segmento distal ndo sofre
degeneracdo. A axotomia é definida como uma perda da continuidade axonal, com variavel
preservacao do tecido conectivo do nervo. A neurotomia, por sua vez, é o tipo de injuria mais severa,
equivalente ao rompimento fisioldgico do nervo todo (Lee e Wolfe, 2000).

Ap0ds lesdao nervosa periférica, distalmente ao sitio da lesdo, inicia-se um processo denominado
degeneracdo Walleriana, que tem como evento chave a degeneragdo dos fragmentos distais dos
axonios lesados. Apds axotomia, bainha de mielina, que requer contato com o axénio para manutengao
se fragmenta. As células de Schwann mielinizantes liberam a mielina, proliferam, produzem citocinas e
fatores tréficos e participam da fagocitose dos restos de mielina e de axénios degenerados. Os fatores
soluveis produzidos pelas células de Schwann e pelos axbnios lesionados ativam macréfagos residentes
e atraem macréfagos provenientes da circulagdo sanguinea (Sunderland, 1990; Ide, 1996; Bruck, 1997,

Gaudet et al. 2011). Uma vez presentes no microambiente da lesdo, os macréfagos fagocitam



eficientemente os restos de mielina e, ainda, produzem fatores que facilitam a migracdo das células de
Schwann.

Ja na porcdo proximal a lesdo, o corpo celular apresenta uma série de alteracées, em conjunto,
denominadas reacdo do corpo celular a injuria: o corpo celular torna-se inchado, o nicleo se move
para a periferia e o aglomerado de reticulo endoplasmatico rugoso (também conhecido como
Corpusculo de Nissl, em neurdnios) se torna fragmentado. Alteracdes metabdlicas acompanham a esta
reacdo, incluindo um aumento geral na sintese de proteinas e de RNA bem como altera¢des no padrao
génico expresso pelos neurdnios (Kandel, 2000). Os neurdnios lesados priorizam a sintese de proteinas
relacionadas ao reparo dos axonios. Essas alteracdes sdao reversiveis, caso a regeneracao for bem

sucedida (Zochodne, 2000).

1.4 Capacidade Regenerativa do SNP

A regeneracdo do Sistema Nervoso Periférico é considerada um fen6meno altamente complexo,
o qual resulta em uma sucessdo de eventos expressa de forma cronoldgica e sincronizada, visando o
reajuste do microambiente do nervo lesionado (lde, 1996). Apds a lesdo, as células de Schwann
ganham motilidade e proliferam. Formam as Bandas de Blingner, promovendo um ambiente
permissivo para o crescimento guiado dos axdnios em regeneracao e subsequente remieliniza¢do
(Chen et al., 2007; Gaudet et al., 2011).

Associados ao processo regenerativo, os fatores neurotréficos detém fungdes importantes na
sobrevivéncia neuronal e no crescimento axonal apds injuria do nervo periférico, além de também
serem importantes na regulacao da atividade das células de Schwann e na mielinizacao dos axdnios em

regeneracao (Chen et al. 2007). Dentre os polipeptideos caracterizados como fatores neurotréficos, os



mais classicamente conhecidos pertencem a familia das neurotrofinas, incluindo NGF, NT3, NT4/5 e
BDNF. Estes induzem o crescimento axonal através da conservacdo da via de sinaliza¢do de polaridade
celular (Yoshimura et al., 2005). As neurotrofinas exercem suas func¢des através da sinalizacdo mediada
por dois tipos de receptores: os receptores de alta afinidade TrK (receptores tirosina quinase) e o
receptor de baixa afinidade para neurotrofinas, p75" " (Chao, 2003; Chen et al., 2007).

O papel das neurotrofinas na regeneracdo nervosa periférica foi deduzido a partir do padrao

NTR P
aumentam nas células de

diferencial de expressao apods injuria, quando os niveis de mRNA de p75
Schwann, no coto distal a lesdo. Este aumento pode perdurar por até trés meses e, neste periodo, a
responsividade do tecido as neurotrofinas é maior (Frostick et al. 1998; Chen et al., 2007). Da mesma
maneira, os niveis de mRNA para BDNF encontram-se aumentados no segmento distal a lesdo a partir
do terceiro dia apds lesdo, o que permanece por diversas semanas (Chen et al., 2007). Estudos de
Cosgaya e colaboradores (2002) revelaram que as neurotrofinas, em especial o BDNF, possuem fungao
na regulacdo da mielinizacdo pelas células de Schwann, sendo que esta via de sinalizagdo para
mielinizagdo ocorre através p75NTR (Cosgaya et al., 2002; Tolwani et al., 2004; Chen et al., 2007)

Apesar da capacidade regenerativa do sistema nervoso periférico, unida as atuais técnicas de
diagndstico e cirurgia, o progndstico pds-lesdao ndao é de plena recuperagao funcional, permanecendo
sequelas motoras e sensoriais (Frostick et al.,, 1998). Por esse motivo, diversas abordagens
experimentais tém sido investigadas com o intuito de potencializar o processo de regenera¢do nervosa
periférica. Ha casos nos quais a extensao da lesdao periférica impossibilita a reconexdao entre os cotos
sendo que varios tecidos como os ossos, fascias, tenddes, musculos estriados esqueléticos e vasos

sanguineos, tanto autdélogos quanto nao-autélogos, foram testados experimentalmente no reparo do

nervo periférico (Barker & Widner, 2004; Wennersten et al., 2006). Comprovadamente, o autoenxerto



(enxerto autogeno) de nervos cutaneos (e.g. nervo cutaneo sural ou safeno) resulta em uma melhor
recuperacdo motora e sensitiva. O autoenxerto apresenta caracteristicas claras de biocompatilidade,
além de promover a adesdo e migracdo celular. Entretanto, ha a necessidade de remocdo de tecido
nervoso do paciente para o implante, havendo perda de sensibilidade da area do nervo retirado para o
transplante (Fields et al., 1989; Yannas & Hill, 2004).

Outras técnicas sdo utilizadas no reparo de lesGes nervosas periféricas, dentre elas: a sutura
das bainhas conjuntivas (neurorrafia), a adesdo dos cotos por cola cirdrgica (cola de fibrina) e a
tubulizacdo (Cruz et al., 1986; Fields et al., 1989; Lundborg et al., 1994; Lundborg et al., 2004; Oliveira
et al., 2004).

A tubulizacdo é uma técnica de reparo realizada quando a distancia que separa os dois cotos
ndo excede alguns milimetros. O processo da tubulizacdo consta de uma prétese tubular (e.g. silicone
ou polietileno) onde os cotos distal e proximal sdo introduzidos e fixados através de pontos cirdrgicos
em suas extremidades, permitindo o realinhamento dos cotos (Fields et al., 1989, Lundborg et al,,
1994; Labrador et al., 1995; Lundborg et al., 2004; Oliveira et al., 2004; Pierucci et al., 2004).

Os objetivos desta técnica sdao criar um ambiente favordvel a regeneragdo, orientar o
crescimento das fibras em direcdo ao coto distal, proteger as fibras nervosas do tecido cicatricial e
evitar a formacao de neuromas. Além disso, possibilita o emprego de moléculas da matriz extracelular
(e.g. colageno, fibronectina, laminina), células fundamentais para o processo regenerativo (e.g. células
de Schwann), e fatores neurotréficos para o preenchimento do tubo a fim de se aumentar a eficiéncia
do processo regenerativo (Fields et al., 1989; Tong et al., 1994; Labrador et al., 1998; Chen et al., 2000;
Rodriguez et al., 2000; Bloch et al., 2001; Schimdt & Leach, 2003; da Silva et al., 2003; Oliveira et al.,

2004; Pierucci et al.,2004).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Chen+YS%22%5BAuthor%5D

1.5 Biomateriais

A técnica da tubulizacdo pode apresentar algumas desvantagens. Uma delas é a elevacao
gradativa da pressdo no interior da prétese, a medida que o nervo regenerado aumenta em espessura.
Como resultado, dificulta-se a vascularizacdo, o que resulta em degeneracdo axonal secundaria (Fields
et al., 1989). Dessa forma, em muitos casos, torna-se obrigatdria a realizacdo de uma nova intervencao
cirargica para a retirada do tubo.

A busca por materiais biocompativeis e reabsorvieis para reparo do nervo periférico e o
emprego de estratégias capazes de minimizar os pontos negativos da tubulizacdo e do autoenxerto
vem se tornando um campo de estudo amplo nesses ultimos anos (Widmer et al., 1998; Sundback et
al., 2003).

Varios materiais sintéticos biodegradaveis tém sido pesquisados através do modelo da
tubulizacdo. Dentre esse grupo podemos destacar o poli acido glicélico (PGA), poli acido lactico (PLLA),
poli acido latico co-glicélico (PLGA) e poli-caprolactona (PCL), os quais demonstraram efeitos positivos
em varios ensaios (Evans et al., 2002, Schimdt & Leach, 2003; Schlosshauer et al., 2003; Yannas & Hill,
2004; Ribeiro-Resende et al., 2009). Os biomateriais sdao definidos como materiais que interagem com
sistemas bioldgicos permitindo avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, érgao ou fungao
do corpo (Williams, 1999). Alguns biopolimeros apresentam propriedades fisicas e quimicas de grande
interesse no campo da reconstituicdio nervosa periférica, tais como o tempo de degradacado,
porosidade, biocompatibilidade, resisténcia. Além disso, podem ser confeccionados com as mais
variadas formas e dimensdes (Widmer et al., 1998; Evans, et al., 2002; Schimdt & Leach, 2003).

O selante de fibrina é outro biomaterial principalmente usado para obter adesdo em

ferimentos, mas outras aplicacdes tem sido reportadas, entre elas a repara¢cdao nervosa. O selante de
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fibrina é um material bioldgico formado por dois componentes principais: fibrinogénio e trombina, que
guando combinados formam uma matriz de fibrina bioativa com propriedades hemostdticas e de
adesdo e tem sido utilizada em varias indicagdes neurocirurgicas na Europa e Japao ha mais de vinte
anos (Vries et al., 2002).

A agdo do selante de fibrina consiste em mimetizar o efeito final dos passos da cascata de
coagulacdo sanguinea, que resulta na formacdo de coagulos. Os monomeros de fibrina se polimerizam
espontaneamente dentro de segundos em polimeros de fibrina sollveis, que geram um codgulo
instavel (fraco). A trombina também converte o fator Xl (fator de estabilizacdo da fibrina) em fator
ativo XIII (fator Xllla) que, na presenca de cdlcio, catalisa a formacdo de pontes covalentes entre dois
polimeros de fibrina adjacentes, criando assim polimeros insollveis de fibrina (Barros et al., 2009)

O selante comercializado é produzido a partir de trombina bovina e do fibrinogénio humano,
podendo transmitir, assim, doencas infecciosas (Barros et al., 2009). Desta maneira, um novo selante
de fibrina foi desenvolvido, sendo este ndo produzido a partir de sangue humano. Para a fabricacdo do
selante, o veneno de Crotalus durissus terrificus, que possui uma fracdo trombina-like ou trombina-
simile (do complexo giroxina) com habilidade de transformar o fibrinogénio diretamente em fibrina.
Esta fracdo do complexo giroxina foi extraida e usada no lugar de trombina bovina. Gyroxina é um
componente neurotéxico e pertence ao grupo das enzimas que se assemelham a trombina, e é uma
importante proteinase de serina. Estas enzimas isoladas ndao tém efeitos letais, mas combinadas com
outras substancias do veneno contribuem para o efeito téxico (Barros et al., 2009). O complexo
giroxina age sobre fibrinogénio animal e humano quebrando-o em peptideos de fibrina. Os

mondémeros de fibrina se polimerizam em codgulos que sdo diferentes daqueles gerados pela
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trombina, pois eles sdo facilmente dissolvidos pois sdo mais suscetiveis a acdo de agentes fibrinoliticos.
Portanto, o novo selante substitui o uso de fibrinogénio humano (Barros et al., 2009).

Segundo Gille et al. (2005), a cola de fibrina é considerada um veiculo biolégico adequado para
células, pois ndo apresenta efeitos adversos sobre ensaios in vitro com cultura de células. Estes
pesquisadores utilizaram a cola de fibrina com o intuito de liberar e estabilizar as células na interface
de uma lesdo. Esta demonstrou ser um suporte reabsorvivel capaz de ser usado em matriz associada
ao transplante de condrécitos autélogos para permitir a multiplicacdo celular, estimular a formacéo de
matriz e para conectar novas células e matriz ao tecido recém formado.

Quando a cola de fibrina foi usada para reparacdo de nervo periférico, os resultados indicaram
gue ndo houve prejuizo no crescimento axonal e ha economia de duas a trés vezes do tempo
necessario comparado a sutura. Avaliagdes funcionais de resultados histoldgicos comparando a
guantidade de fibrose anastomoética, regeneracdo axonal e alinhamento dos fasciculos demonstram

gue a cola de fibrina é t3o boa, sendo superior a neurorrafia (Silver et al., 1995).

1.6 Células Tronco Mesenquimais

A medula éssea contém, além de células tronco hematopoiéticas e células tronco endoteliais,
uma pequena populacdo de células tronco, denominadas mesenquimais (MSC). Esta populacdo de
células tronco mesenquimais nao-hematopoiéticas é definida pela sua habilidade de aderir a
superficies plasticas (Ladak et al., 2011). Além disso, essas células possuem duas importantes
caracteristicas: podem se diferenciar em diversas linhagens de células mesodérmicas, tais como:

condrdcitos, ostedcitos e adipdcitos e secretam grande espectro de macromoléculas bioativas que sao
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imunomodulatdrias e atuam para estruturar o microambiente regenerativo em areas de injuria
(Caplan, 2007).

Células tronco mesenquimais indiferenciadas demonstraram influenciar positivamente o
crescimento de neuritos em neurdnios sensitivos, in vitro, indicando que estas células apresentam
acdo neurotréfica quando em estado indiferenciado (Ladak et al., 2011).

No modelo de esclerose multipla, encefalomielite autoimune experimental (EAE), a injecdo
sistémica de MSC no inicio da doenca diminui a infiltracdo de células T, células B e macréfagos no SNC.
Neste modelo, ainda, as MSC ndo sé migraram para os orgdos linféides, como também para o SNC,
onde elas demonstraram um efeito protetor sobre os axénios in situ (Gerdoni et al., 2007; Uccelli et al.,
2008). Vale ressaltar que o efeito ndo esta relacionado com a transdiferenciacdo das MSC em fendtipos
neurais, mas sim a secrecdo de moléculas com fungdes anti-apoptéticas, anti-inflamatodrias e troficas
(Uccelli et al., 2008). Esse efeito protetor das células é suportado por estudos em outros modelos de
doencas, sejam elas neuroldgicas ou ndo. No acidente vascular encefalico em ratos, por exemplo, as
MSC agem liberando fatores troéficos e induzindo a neurogénese (Li et al., 2002). A terapia celular com
MSC, em camundongos diabéticos, demonstrou agir induzindo os progenitores locais de células B e
inibindo as células T - B especificas (Urban et al., 2008).

Estas propriedades, unidas a facilidade com que as células tronco mesenquimais podem ser
obtidas a partir da medula éssea ou do tecido adiposo e expandidas in vitro (Morales, 2007), fazem
com que elas sejam uma ferramenta promissora para o tratamento de um amplo espectro de doencgas

e lesGes (Hell, 2008), além de ser vidvel associa-las as técnicas de tubulizacdo em nervos periféricos.

13



1.7 Novos métodos para andlise da progressao da regeneragao nervosa

Atualmente, existem diversos métodos para avaliar o sucesso na regeneracao apods injurias do
sistema nervoso periférico. O método usando mais frequentemente é a contagem de axénios (Wood et
al. 2011), que depende da seccdo histolégica do tecido. Porém, em vdrios casos, este método leva a
uma informacdo espacial incompleta e fica sujeita, portanto, a interpretacdes errébneas. Em particular,
existem varios relatos sobre a eficiéncia das intervencdes experimentais que produzem regeneracao
axonal apds injuria (Stewart et al, 2003). A maior razdo para esta discrepancia é que as seccbes
teciduais fornecem uma imagem bidimensional dos ax6nios em regeneracdo, mostrando apenas
fragmentos. Por isso, na maioria dos casos, torna-se incerto de onde o ax6nio em regeneracdo deriva e
onde este termina (Ertirk et al, 2012).

Um método potencial para superar este obstaculo é o clareamento dptico dos tecidos, através
do uso de solventes organicos que fazem com que os tecidos tornem-se transparentes por combinar os
indices de refracdo das diferentes camadas do tecido com o do solvente. No tecido clareado a luz ndo
dispersa e penetra nas diferentes camadas do tecido (Ertirk et al, 2012).

Para tanto, em geral, o primeiro passo do clareamento tecidual é a desidratacdo, devido ao
baixo indice de refracao da dagua quando comparado com as estruturas teciduais que contém proteinas
e lipidios. Posteriormente, segue-se imersdao do tecido em um agente de clareamento éptico como
benzil alcool - benzil benzoato (BABB) (Keller et al. 2012) ou dibenzil éter (DBE) (Ertiirk et al., 2011).
Estes agentes possuem o mesmo indice de refragdo que o tecido impregnado, de forma que o tecido,
portanto, se torna transparente. Quando observados sob o microscépio, a luz nao dispersa

possibilitando o imageamento do mesmo em maiores profundidades (Ertiirk et al, 2011).
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Nesse sentido, foi desenvolvida uma técnica de clareamento tecidual baseada na desidratacao
do tecido com tetraidrofurano (THF). Através da aplicacdo desta técnica encéfalos, medulas espinais,
troncos encefalicos, glandulas mamarias, baco de roedores foram clareados (Ertiirk et al, 2012). De
acordo com este protocolo, o tecido é desidratado com THF, o que fornece manutencdo da intensidade
da fluorescéncia e background reduzido e impregnado opticamente com DBE, que também fornece
manutencdo da intensidade da fluorescéncia (Becker et al., 2012). Utilizando este método, Ertiirk e
colaboradores (2011) determinaram as trajetérias de axonios sensoriais em regenera¢cdo na medula

espinal.
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2. Justificativa

Atualmente, as lesGes nervosas periféricas amplas sdo corrigidas cirurgicamente com o
autoenxerto de nervos cutdneos (nervo sural ou safeno). Em caso de lesdo de nervos digitais, o
emprego de préteses tubulares ja é uma alternativa vidvel. Apesar da capacidade regenerativa do SNP,
o reparo da lesdo periférica, mesmo em situacoes ideais, ndo resulta em recuperacdo motora e
sensitiva total, havendo portanto um déficit permanente que influencia na qualidade de vida do
paciente. Com o advento da bioengenharia, surge uma nova gama de pesquisas com biomateriais,
entre os quais podemos destacar o poli acido latico (PLLA) e a poli-caprolactona (PCL). Estes se
constituem numa alternativa para construcdo de proteses tubulares, visto que apresentam
propriedades fisicas e quimicas de grande interesse no campo da regeneragao nervosa periférica, tais
como o tempo de bioabsor¢do, biocompatibilidade e bioatividade, além de poderem ser
confeccionados com as dimensdes desejadas.

Sabe-se que as células tronco mesenquimais, com sua capacidade de estimular localmente
diferentes tipos celulares especializados, permite uma abordagem admissivel para o tratamento de
lesdes nervosas periféricas, principalmente quando associadas a elementos como a cola de fibrina, que
permite dar suporte as células no sitio da lesdo enquanto ocorre a regeneracgao.

Em virtude da problematica referida acima, este trabalho tem por finalidade estudar o modelo
da tubulizagdo com aplicacao do selante de fibrina e a adicao de células tronco mesenquimais no
interior da prétese de PCL confeccionada pelo método do solvente. Tal abordagem pode vir a auxiliar

no reparo de nervos periféricos sem a necessidade de autoenxerto. Além disso, permitira um melhor

17



entendimento da biologia da regeneracdo nervosa, bem como da interacdo de células tronco

mesenquimais e do selante de fibrina com as células residentes do nervo apds o reparo.
Complementarmente, o trabalho traz a possibilidade de um novo método de andlise da

progressdao regenerativa no sistema nervoso periférico através do clareamento 6tico dos nervos

lesionados de animais transgénicos e observagao sob 2P-LSM.
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3. Objetivos

3.1 - Objetivo Geral
Estudar a influéncia das células tronco mesenquimais, enxertadas com cola de fibrina no

interior de tubos de PCL, sobre a regeneracao nervosa periférica.

3.2 - Objetivos especificos

3.2.1- Invitro
1) Estabelecer e caracterizar fenotipicamente as células tronco mesenquimais de animais transgénicos
para a proteina GFP extraidas da medula dssea.

3.2.2 - In vivo
1) Quantificar e examinar morfometricamente os axonios mielinizados de nervos dos animais de
diferentes grupos experimentais, apds o periodo de 60 dias pds-operatérios, por meio da microscopia
de luz.
2) Estudar a expressao, através da imunoistoquimica, de neurofilamentos (NF-L - 70 kDa), S-100,

NTR e BDNF nos nervos regenerados de animais dos diferentes grupos

coldgeno tipo IV, p75
experimentais, apds o periodo de 60 dias pds-operatorios.

3) Analisar a recuperacao funcional dos animais dos grupos experimentais através do Walking Track

Test (CatWalk).
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4. Materiais e Métodos

4.1 - In vitro

4.1.1 - Extragao e cultura de células tronco mesenquimais

As células tronco mesenquimais obtidas a partir da medula 6ssea foram extraidas de ratos
Lewis adultos. Os animais foram sacrificados com uma dose letal de quetamina/xilasina e tiveram suas
tibias e fémures extraidos. Em meio estéril, as epifises dos ossos coletados foram cortadas expondo a
medula dssea. Esta foi retirada através do influxo de meio DMEM previamente preparado, com o
auxilio de uma seringa de 15mL. As células foram coletadas em tubo de 50mL (Falcon) e centrifugadas
a 1400rpm, por 5 minutos, a 102C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e o
precipitado contendo a fracao celular foi suspenso em meio de cultura basal (Maniatopoulos et al.,
1988).

Para alguns experimentos foi necessaria a utilizagao de células tronco mesenquimais derivadas
de ratos Lewis transgénicos para proteina GFP com o intuito de comprovar a sobrevivéncia celular pos-
implante. O procedimento para obtencdo destas células é exatamente o mesmo que aquele para as
células tronco mesenquimais do tipo selvagem.

O meio de cultura foi substituido a cada 2 dias. Para contagem do numero de células
adicionadas na placa de cultura foi utilizada a seguinte férmula: nimero de quadrantes contados

(camara de Newbauer) X 10.000 (fator de corre¢do) = nimero de células por mililitro (cel/ml).
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4.1.2 - Analise fenotipica das células tronco mesenquimais por citometria de fluxo

As MSC foram caracterizadas através da analise da presenca das seguintes moléculas de
superficie celular: CD90, CD54, CD73 e RT1A (MHC ). Essas proteinas sdo expressas por células tronco
mesenquimais, sendo entdo utilizadas como “marcadores” positivos destas células (Dominici et al.,
2006; Delorme et al., 2007).

Para verificar a existéncia de contaminacdes da cultura de células tronco mesenquimais por
células tronco hematopoéticas, também foi analisada a presenca da molécula de superficie celular
CDA45, que é considerada “marcador” positivo destas células. Foram ainda usados como controles
negativos os anticorpos anti-CD11b/c (marcador de mondcitos e macrdfagos), anti-CD34 (marcador de
células tronco hematopoiéticas e células endoteliais) e anti-I-Ad/I-Ed (antigeno que corresponde ao
MHC Il, expresso em linfdcitos e células apresentadoras de antigenos).

Para a citometria de fluxo, foram utilizadas MSC na quarta passagem. Apods o tratamento com
tripsina, aproximadamente 1x10° células foram incubadas por 30 minutos a 42C com os anticorpos

primdrios (Tabela 1).
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Tabela 1. Anticorpos primarios usados no ensaio de citometria de fluxo para caracterizacdo das MSC.

Cada anticorpo é seguido pelo fornecedor, animal hospedeiro, cddigo do produto e concentracao

utilizada.

Anticorpo Fornecedor Hospedeiro Cdédigo Concentragao

CD 90 BD Biosciences camundongo 554892 1/250

CDh 54 BD Biosciences camundongo 554967 1/250

Cchb73 BD Biosciences camundongo 551123 1/250

RT1A (MHCI) BD Biosciences camundongo 554917 1/250

CD 45 BD Biosciences camundongo 555480 1/250

CD 11b/c BD Biosciences camundongo 554859 1/250

CD 34 Santa Cruz camundongo SC7324 1/250

I-Ad/I-Ed (MHC Il) BD Biosciences camundongo 558593 1/250

As células foram lavadas com PBS e incubadas com anticorpo secundario marcado com Alexa
Fluor 488 (Molecular Probes: A-11001), diluido 1 / 500, por 30 minutos a 4°C. As células foram
novamente lavadas em PBS, fixadas em formaldeido 2% e analisadas no citobmetro de fluxo (Guava®
easyCyte™ 6-2L Flow Cytometer, Millipore, EUA). Como controle negativo de fluorescéncia, também
foi adicionado o anticorpo secunddrio as células ndo marcadas com o anticorpo primario. Células sem
qualguer tipo de marcacdao foram fixadas e utilizadas para gerar o grafico de tamanho versus
granulosidade para estabelecer a populacdo a ser analisada.

Os experimentos foram realizados em triplicata e um minimo de 5.000 eventos foram
adquiridos, utilizando o programa InCyte (Millipore, EUA). Os dados obtidos foram analisados no

programa FlowJo 7.5.6. Primeiramente, a populacdo de células a ser estudada foi delimitada através
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das regides definidas no grafico de tamanho versus granulosidade gerado pela andlise de células que
ndo foram submetidas a nenhum tipo de marcacdo. Posteriormente, utilizamos um grafico de
histograma para delimitar a regido do controle negativo de fluorescéncia, referente as células que
foram incubadas apenas com o anticorpo marcado com Alexa. A partir da definicdo destes parametros,

iniciamos a andlise das células marcadas com os anticorpos primarios e secundarios.

4.2 - In vivo

4.2.1 - Animais e grupos experimentais

Para o estudo in vivo, foram utilizados ratos da linhagem Lewis, fémeas adultas, obtidas do
Centro Multidisciplinar para Investigacdao Bioldgica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Inicialmente, os animais foram separados em dois procedimentos metodoldgicos
(microscopia e imunoistoquimica) para, na sequéncia, serem divididos em grupos controles e
experimentais (Tabela 2). Os experimentos executados neste trabalho foram aprovados pelo Comité

de Etica em Experimentacdo Animal da UNICAMP (CEUA; n2 2076-1).
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Tabela 2: Numero de animais e grupos propostos no projeto.

Grupos Técnica/ Nimero de animais
Microscopia Imunoistoquimica Catwalk
Nervo Contralateral 5 5 -
Tubo vazio (PCL) 5 5 5
Tubo + cola de fibrina (FG) 5 5 5
Tubo + cola de fibrina + células tronco 5 5 5
(FG+MSC)

Os animais foram alojados em gaiolas plasticas, com livre acesso a racdo e agua ad libitum, com
controle de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12h) e temperatura de 212C. Os experimentos foram

conduzidos seguindo as normas de ética na experimentacdo animal.

4.2.2 - Construgao das proteses para a tubulizagao (Fig. 2)

A confecgdao das membranas utilizadas para a confecgdo das proteses tubulares foi realizada na
Faculdade de Engenharia Mecanica da UNICAMP pela técnica do solvente. Para isto, foi adicionado
1,65g de poli caprolactona (PCL) em 33ml de solvente (dicloroetano). A seguir, a solucao foi deixada
em temperatura ambiente por 12 horas para completa homogeneiza¢ao. No dia seguinte, a solugao foi
colocada em uma placa contida no interior de uma cuba de vidro com o meio saturado de solvente.

Foram esperadas 12 horas para completa evaporac¢ao do material, e a membrana foi retirada da
cuba, sendo esta colocada em uma camara de vacuo por 5 minutos, de forma que eventuais residuos

do solvente ndo permanecessem nas membranas. A seguir, as membranas foram moldadas em
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suportes com didmetro de 1,6mm (Evans et al., 1999), e as paredes aderidas com adesivo tissular

(Histoacryl®, B Braun), sendo entdo cortadas com 10mm de comprimento (Figura 2).

Figura 2: Imagens do procedimento para obtengao do tubo de policaprolactona. Em A, o aspecto da
membrana de PCL que é moldada no suporte em B (C). Em D, aspecto do tubo de PCL apds fixagao das

extremidades, retirada do excesso de material e corte no tamanho desejado.

4.2.3 - Obtengao da cola de fibrina

A cola de fibrina é preparada a partir do veneno puro, filtrado e liofilizado extraido de serpentes
adultas da espécie Crotalus durissus terrificus, de ambos os sexo e combinado com o crioprecipitado de
sangue extraido de bufalos adultos, fémeas, mantidos na Fazenda Experimental Lageado da Faculdade
de Agronomia de Botucatu, UNESP. O nivel de fibrinogénio e o tempo de coagulagdo sao calculados
conforme desejado para o modelo experimental. A cola consta de 3 solu¢des que conjugadas no local

designado exerce a funcdo de selante e de suporte para as células implantadas.
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4.2.4 - Procedimento cirurgico: tubulizacdo (Fig. 3)

Apds anestesia (0,2ml de cetamina e 0,2ml de xilazina, 0,2ml/100g peso corpodreo,
intraperitoneal), os animais foram submetidos a tricotomia da coxa esquerda. Em seguida, colocados
em decubito ventral sob microscdpio cirurgico. A pele foi incisada e, afastando-se a musculatura, o
nervo isquidtico foi exposto (A) e transeccionado. Apds a retracdo dos cotos, foram realizadas as
propostas para os grupos do projeto.

O implante dos tubos foi conduzido introduzindo e fixando os cotos nervosos com um ponto
cirargico na protese tubular (fio mononylon 8-0, Ethicon), mantendo o alinhamento e deixando um
espaco de 6-7mm entre os cotos. No grupo no qual houve a adicdo de cola de fibrina no interior do
tubo, fez-se isso com a ajuda de uma pipeta apds fixacdo do coto proximal (B). Ja no grupo com adicdo
de cola de fibrina e células tronco mesenquimais, a cola foi previamente colocada ap6s a fixacao do
coto proximal, seguiu-se a fixagcdo do coto distal e, posteriormente as células foram enxertadas com o
auxilio de uma pipeta Pasteur de espessura capilar acoplada a uma seringa de Hamilton (C).

Encerrado este procedimento, o plano muscular foi suturado com um fio de seda 7-0 e a pele
suturada com 3 pontos cirurgicos (fio mononylon 4-0, Ethicon). Os animais foram mantidos em

biotério, recebendo ragdo e agua ad libitum.
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Figura 3: Procedimento cirurgico para tubulizacdo do nervo isquiatico. Em A, incisdo da pele da regido
postero-medial da coxa esquerda, e o afastamento da musculatura para exposi¢cdo do nervo isquiatico. B,
fixacdo do coto proximal com um ponto cirdrgico na prétese tubular. C, fixacdo de ambos cotos

nervosos na protese tubular. Escala = 2mm.

4.2.5 - Sacrificio dos animais e processamento dos espécimes para microscopia - Morfometria e

contagem das fibras regeneradas

Ap0ds o periodo de sobrevida de 60 dias, os animais de todos os grupos foram anestesiados com
0,2ml de cetamina e 0,2ml de xilazina, 0,2mI/100g peso corpdreo, intraperitoneal, e submetidos a
toracotomia e perfusdo transcardiaca com 150ml de solugdo salina tamponada (NaCl 0,9% em PB
0,1M, pH 7,4). A fixacado foi realizada pela perfusdao de 300ml de uma solugdo contendo glutaraldeido
(2%) e paraformaldeido (1%) em PB 0,1M, pH 7,4. Posteriormente a fixagdao, o conjunto contendo o
nervo regenerado no interior do tubo foi dissecado e imerso na mesma solucdo fixadora por 12 horas,
a 4°C. Passado esse periodo, os elementos do referido conjunto foram lavados em PB 0,1M e
dissecados sob lupa, sendo os cotos proximal e distal separados. Os fragmentos foram colocados
individualmente em frascos e foram, entdo, pds-fixados por um periodo de 3 horas em solucdo de

tetroxido de dsmio a 1%, diluido em PB 0,2M. Posteriormente, os fragmentos foram lavados em 4gua
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destilada e desidratados em série de diluicdo crescente de alcool etilico e acetona e incluidos em resina
(Durcupan ACS, Fluka).

Apds polimerizacdo da resina, os blocos contendo as por¢ées médias dos nervos regenerados
foram desbastados e sec¢Bes transversais semi-finas (0,5um) obtidas e coradas com azul de toluidina
0,25% para a observacdo ao microscopio de luz.

Para analise morfométrica, foram considerados os seguintes parametros: nimero de axonios
mielinizados regenerados, didmetro das fibras mielinicas (DFM), didmetro dos axonios mielinicos
(DAM), espessura da bainha de mielina (EBM) e razdo "g" (RZG) (RZG = DAM/DFM). O estudo do
comportamento das células de Schwann em particular, é realizado a partir dos valores da EBM e da

RZG, enquanto que a resposta regenerativa axonal é avaliada pelos resultados do DFM e DAM.

Para a contagem de ax0nios mielinizados, 4 campos representativos de cada nervo regenerado
foram digitalizados com o auxilio de um microscdpio Leica DM5500B conectado a uma camera DFC292,
utilizando o software LAS, versdo 4.2. O numero total de fibras foi estimado a partir de uma regra de

trés simples, levando-se em conta a area total do nervo regenerado.

Os campos amostrados também foram usados para obten¢do das medidas do diametro das
fibras e dos axénios mielinizados. Dois campos amostrados em cada nervo (em aumento de 100X)
foram empregados para obtencdo dos parametros morfométricos, procedimento que foi realizado
utilizando-se o programa Adobe Photoshop CS4. Para tal, as imagens foram convertidas em preto e
branco e aplicada a ferramenta “limiar”. O background e as fibras incompletas foram apagados.

Os axonios foram selecionados de uma sé vez através da aplicacdao da ferramenta de sele¢ao
apropriada e as medidas feitas automaticamente pelo programa, apds devida calibracdo. O menor

diametro medido de cada fibra foi utilizado para a determina¢dao de DFM, uma vez que valores maiores
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poderiam ser distorcidos pela inclinacdo do corte. Através da diferenca entre DFM e DAM dividido por

2 é utilizado para obtencdo da EBM (Mayhew & Sharma, 1984).

4.2.6 - Sacrificio dos animais e processamento dos espécimes para imunoistoquimica

Apds perfusdo com salina tamponada, seguiu-se a fixacdo com formaldeido a 4% em tampao de
sodio 0,1M; pH 7,4. Apds fixacdo, o conjunto contendo o nervo regenerado no interior do tubo foi
dissecado e imerso na mesma solucao fixadora por 4 horas a 4°C. Passado esse periodo, os elementos
do referido conjunto foram lavados em PB 0,1M, pH 7,4 e dissecados sob lupa. Os nervos foram
colocados individualmente em frascos contendo solugdo de sacarose 20% em PB 0,1M, pH 7,4 por 12
horas, sendo em seguida, incluidos em Tissue-Tek (Miles Inc., USA) e congelados a -35 a -40°C.

Cortes congelados longitudinais com 12um de espessura do nervo regenerado na por¢dao média
do tubo foram obtidos em criostato (Leica) e as secc¢Bes transferidas para laminas gelatinizadas e
estocadas a -20°C até o momento da realizacdo das imunomarcacoes.

Para realizagdo da imunoistoquimica, os espécimes, apds atingirem a temperatura ambiente,
foram imersos em PB 0,1M, pH 7,4. Posteriormente, as amostras foram incubadas em uma solugdo de
soro de albumina bovina (BSA) 3% em PB 0,1M, por 1 hora, sendo, posteriormente, os anticorpos
primdrios (Tabela 3) aplicados e incubados por 4 horas a temperatura ambiente ou overnight, a 4°C.
Apods lavagens em PB 0,1M, os respectivos anticorpos secunddrios conjugados a CY-2 ou CY-3 foram
aplicados e incubados por 45 minutos a temperatura ambiente. As ldaminas foram lavadas novamente e

montadas em glicerol/PB (3:1).
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Tabela 3: Anticorpos primarios usados no ensaio de imunoistoquimica. Cada anticorpo é seguido pelo

fornecedor, animal hospedeiro, cédigo do produto e concentracado utilizada.

Anticorpo Fornecedor Hospedeiro Cadigo Concentragao
Anti-S100 Dako Coelho Z0311 1/2000
Anti-neurofilamento Dako Camundongo MO0762 1/1500
Anti-colageno IV Santa Cruz Coelho sc-11360 1/250
Anti-NGFR p75 Santa Cruz Coelho sc-6188 1/200
Anti-BDNF Millipore Coelho AB1534 1/1000

As laminas imunomarcadas foram observadas em microscépio de fluorescéncia (Nikon, eclipse TS
100) utilizando-se os filtros de rodamina (CY3) e fluoresceina (CY2). Foram capturadas quatro imagens
representativas do nervo normal ou do nervo regenerado no interior da prétese tubular dos diferentes
grupos experimentais, utilizando-se uma cdmera de alta sensibilidade (Nikon, DXM 1200F).

Para a quantificacdo, a densidade integrada de pixels, que representa a intensidade da
imunomarcagao das proteinas, foi medida na area central das imagens obtidas, utilizando-se o software
IMAGEJ (versdo 1.33u, National Institutes of Health, USA). Foi, entdo, estabelecida a média para cada grupo

t erro padrao.

4.2.7 - Avaliagao funcional
Foram realizadas avaliagdes semanalmente em animais dos trés grupos experimentais antes da lesdo
e até 8 semanas apds tubulizacdo. Os animais foram colocados para andar ao longo de uma passarela com

um assoalho de vidro (100 cm comprimento x 15 cm largura x 0.6 cm espessura) localizado em uma sala
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escura. Uma lampada fluorescente detecta onde ha pontos de contato no assoalho de vidro, mediante a
pressdo excercida pelas das patas dos animais caminhando. Através de um espelho, o assoalho do corredor é
monitorado por uma cdmera Fujinon DF6HA-1B equipada com uma objetiva grande angular (Cosimar 8,5
mm) que detecta a média de intensidade em pixels. A intensidade do sinal varia de acordo com a pressao
aplicada pela pata do animal. Esses sinais sdo digitalizados pelo PCImage-SG quadro a quadro (Matrix vision
GmH, Oppenheimer, Alemanha) e o programa CatWalk adquire, armazena e analisa os videos dos animais
caminhando pelo corredor. Para o célculo do indice de recuperacdo motora do nervo fibular, utilizamos
dois parametros: a distdncia entre o primeiro e o quinto dedo (toe spread, TS) e a distdncia entre o
terceiro dedo e o calcanhar (print length, PL). Estes parametros foram utilizados para a medicdo das
pegadas das patas posterior direita (normal) e posterior esquerda (lesada) e os valores aplicados na
seguinte férmula descrita por Bain, et al (1989):

FFI = 174.9 x ((ETS-NTS)/NTS) + 80.3 x ((ELP-NLP)/NLP) - 13.4

(E = lado lesionado, N = lado normal)

4.2.8 - Analise estatistica

Os dados do indice funcional do nervo fibular foram analisados pelo método da analise da
variancia — ANOVA de duas vias. J4 a quantificacdo da densidade integrada de pixels, obtida através da
anadlise das imagens de microscopia de fluorescéncia, o nimero estimado de fibras mielinicas e a area
dos nervos foram analisados pelo método de andlise de variancia - ANOVA de uma via seguido do pds

teste de Bonferroni. Assumiu-se um nivel de significancia igual a *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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5. Resultados

5.1 - Anadlise morfolégica da cultura de células tronco mesenquimais (Fig. 4)

As MSC extraidas dos fémures de tibias de ratos Lewis e ratos Lewis-GFP foram cultivadas e o
desenvolvimento das culturas acompanhado. Imagens representativas das culturas podem ser vistas
na Fig. 4, destacando o aspecto de uma cultura de células tronco mesenquimais 48 horas apds a
extracdo (A), evidenciando-se a presenca marcante de células ndo aderidas e células da linhagem
hematopoiética. Em B vé-se uma micrografia da cultura de células 4 dias apds a extracdo, onde
percebemos grande parte das células ja aderidas e pequena quantidade de células ovoides em
suspensdo. Ja a micrografia em C mostra a cultura de células 11 dias apds a extragdo, mostrando a
uniformidade da cultura e a exibicdo da morfologia fusiforme caracteristica das células tronco
mesenquimais. Em D, micrografia que mostra a cultura de células tronco mesenquimais na segunda
passagem. Em E, micrografia de fluorescéncia da cultura de células tronco mesenquimais extraidas de
ratos Lewis-GFP, utilizadas para observarmos a sobrevivéncia celular no tecido, apds procedimento

cirurgico.
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Figura 4: Aspecto da cultura de células-tronco mesenquimais 48h apds a extracdo (A), 4 dias apods
extracdo (B) e 11 dias apds extragao (C). Ja em D, o aspecto da cultura de células tronco mesenquimais
na primeira passagem, mostrando a homogeneidade da cultura e a morfologia fusiforme caracteristica
dessas células. Em E, micrografia de fluorescéncia da cultura de células tronco mesenquimais GFP

positivas. Barra de escala = 50um.

5.2 - Andlise fenotipica da cultura de células tronco mesenquimais por citometria de fluxo (Fig. 5 e 6)
A andlise quantitativa foi realizada através de ensaios de citometria de fluxo, utilizando-se os
anticorpos monoclonais CD90, CD54, CD73, RT1A (MHCI), CD 45, CD11b/c, CD34 e I-Ad/I-Ed (MHCII). Os
determinantes de complementaridade CD90, CD54, CD73 e RT1A sdo, de acordo com a literatura,
moléculas eleitas para a caracterizacao das células tronco mesenquimais.
Cerca de 99,8% expressam CD90, 89% expressam CD54, 88,6% das células expressam CD73 e

90,8% expressam RT1A (MHCI). O determinante de complementaridade CD45, uma molécula expressa
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por células hematopoéticas e seus precursores, foi detectado apenas em 1,07% das células analisadas,
CD11b/c em 4,19% das células, CD34 em 1,88% das células e I-Ad/I-Ed (MHCII) em 2,23% das células
(Fig. 5 e 6). Esta analise permite definir uma populacdo de células mesenquimais homogénea,
claramente distinta da linhagem hematopoética. Para controle, foram utilizadas CTM submetidas

apenas a incubacdo com o anticorpo secundario Alexa 488.

37



Count

Count

G

Forward Scatter (FSC-HLIn), Side Scatter (SS

20395%

S8C-HLin:: Side Scatter (SSC-HLin)

s

T T T

0 5 10 15
FSC-HLin:: Forward Scatter (FSC-HLin)

MHC Il

Green Fluorescence (GRN-HLog) subset
2.23%

T T ;3
1 2
100 10 10 103
GRN-HLog:: Green Fluorescence (GRN-HLog)

10

4

CD 45

CD 34

Green Fluorescence (GRN-HLog) subset
1.07%

Count

T T T
1 2 4
100 10 10 103 10
GRN-HLog:: Green Fluorescence (GRN-HLog)

E

Count

F

Green Fluorescence (GRN-HLog) subset
1.88%

= . 3 T
107 10 10
GRN-HLog:: Green Fluorescence (GRN-HLog)

10D 4

CD 90

CD 11 blc
Green Fluorescence (GRN-HLog) subset
419%
y =4
5
3
o
0
0 1 g 4
10 10 107 10 10

GRN-HLog:: Green Fluorescence (GRN-HLog)

H

RT1A (MHC ) CD 54

Green Fluorescence (GRN-HLog) subset Green Fluorescence (GRN-HLog) subset

90.8% 89.0%
£
3
3
o

0] |
0 1 2 3 1 N 4
10 10 10 10 10° 10 10° 10° 10

GRN-HLog:: Green Fluorescence (GRN-HLog)

GRN-HLog:: Green Fluorescence (GRN-HLog)

Count

Green Fluorescence (GRN-HLog) subset
99.8%

100 101 10° 103 104

GRN-HLog:: Green Fluorescence (GRN-HLog)

CD73

Count

Green Fluorescence (GRN-HLog) subset
88.6%

P 101 10° 103 104

GRN-HLog:: Green Fluorescence (GRN-HLog)

10

Figura 5: Andlise fenotipica das MSC por citometria de fluxo. A) Grafico de distribuicao pontual FSC
(tamanho) versus SSC (granulosidade) utilizado para a sele¢do da populacdo analisada R1. B-l)
Histogramas de intensidade média de fluorescéncia (GRN-HLog: green fluorescence) versus nimero de

eventos (counts). B) CD45. C) CD34. D) MHC II. E) CD11b/c. F) CD90. G) MHCI (RT1A). H) CD54. 1) CD 73.
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Figura 6: Representacdo grafica do percentual de células fluorescentes para cada anticorpo analisado

dentro da populagdo R1.

5.3 - Sobrevivéncia das células tronco mesenquimais no tecido (Fig. 7)

Sessenta dias ap6ds a tubulizagdo, os animais foram sacrificados, o conjunto contendo tubo mais
nervo foi extraido e os nervos dissecados e processados. Para avaliar a sobrevivéncia das células tronco
no tecido, cortes congelados foram obtidos e analisados sob microscopia de fluorescéncia (Fig. 7).
Notou-se a presenca de células tronco mesenquimais GFP positivas no tecido, estando estas

preferencialmente localizadas na periferia.
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Figura 7: Micrografia de fluorescéncia evidenciando a detecgdo de células tronco mesenquimais GFP
positivas no nervo tubulizado, 60 dias apds o enxerto (A), marcacdo com DAPI (B), para observacdo da

localizacdo das células no nervo e as imagens combinadas (C). Barra de escala = 25um.

5.4 - Imunoistoquimica (Figuras 8, 9, 10, 11 e 12)

As imunomarcag¢Ges foram realizadas em cortes longitudinais dos nervos regenerados, apds 60
dias de sobrevida.

Por meio do anticorpo anti-neurofilamento (Fig. 8), pudemos analisar a organizacdo dos
filamentos intermediarios que compdem os axonios dos nervos regenerados, bem como do nervo
normal. Nos grupos PCL, FG e FG+MSC as fibras nervosas estabeleceram um padrao paralelo ao longo
do eixo do nervo, enquanto que, no nervo integro, as fibras obedeceram um padrdao paralelo
ondulado. As intensidades médias das imunomarcacgdes, quantificadas através da densidade integrada
de pixels, foram 1,9x10” + 0,2 x10” no nervo contralateral, 1,4x10” + 0,1 x10’ no grupo PCL, 1,3x107 +
0,1 x10’ no grupo FG e 1,8x10” + 0,1 x10’ no grupo FG+MSC. A andlise estatisticas ndao apontou

diferenca significativa entre os grupos experimentais.
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Figura 8: Imunomarcacgao anti-neurofilamento dos nervos contralaterais (A), PCL (B), FG (C) e FG+MSC
(D), 60 dias apds tubulizacdo. Em E, grafico indicando a quantificacdo da densidade integrada de pixels

nos grupos experimentais. Barra de escala = 100pum.
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A imunomarcacao anti-S100 (Fig. 9), marcador caracteristico de células de Schwann foi intensa
em nervos isquidticos normais, bem como nos nervos regenerados no interior do tubo de
policaprolactona vazio (PCL), preenchido com cola de fibrina (FG) e preenchido com cola de fibrina e
enxerto de células tronco mesenquimais (FG+MSC). As intensidades médias das imunomarcacdes,
quantificadas através da densidade integrada de pixels, foram 3,9x10° + 0,2x10° no nervo
contralateral; 4,8x10” + 0,4x10” no grupo PCL; 5,5x10” + 0,6 x10’ no grupo FG e 4,6x10” £ 0,4 x10" no
grupo FG+MSC. A anadlise estatisticas ndo apontou diferenca significativa entre os grupos

experimentais.
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Figura 9: Imunomarcac¢ao anti-S100 dos nervos contralateral, PCL, FG e FG+MSC, 60 dias apds
tubulizacdo. Em E, grafico indicando a quantificacdo da densidade integrada de pixels nos grupos

experimentais. Barra de escala = 100um.
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Através da utilizacdo do anticorpo anti-coldgeno 1V, avaliamos a membrana basal das células de
Schwann (Fig. 10). As intensidades médias das imunomarcagdes, quantificadas através da densidade
integrada de pixels, foram 3,4x10° + 1,0 x10° no nervo contralateral; 3,4x10° + 0,9x10° no grupo PCL;
3,8x10° + 0,5 x10° no grupo FG e 5,0x10° + 0,6 x10° no grupo FG+MSC. A andlise estatisticas n3o

apontou diferenca significativa entre os grupos experimentais.
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Figura 10: Imunomarcac¢do anti-Colageno IV dos nervos contralateral (A), PCL (B), FG (C) e FG+MSC
(D), 60 dias apds tubulizacdo. Em E, grafico indicando a quantificacdo da densidade integrada de pixels
nos grupos experimentais. Barra de escala = 100um.
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Por meio do anticorpo anti-p75""", o receptor de baixa afinidade para o fator derivado do nervo
(NGF) e outras neurotrofinas (como BDNF, NT3/4), pode-se obter informacdes sobre a reatividade das
células de Schwann (Fig. 11). Houve uma leve marcacdo nos nervos normais, sendo que esta foi
ampliada pelo processo regenerativo. As intensidades médias das imunomarcagdes, quantificadas
através da densidade integrada de pixels, foram 2,1x10° + 0,5 x10° no nervo contralateral; 5,7x10° +
0,8x10° no grupo PCL; 5,4x10° + 0,7 x10° no grupo FG e 9,5x10° + 2,0 x10° no grupo FG+MSC. A analise
estatisticas apontou diferenca significativa entre o grupo FG+MSC em relacdo ao nervo normal

(p<0,001).
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Figura 11 : Imunomarcacgdo anti-p75" " dos nervos contralateral (A), PCL (B), FG (C) e FG+MSC (D), 60
dias ap6s tubulizagdo. Em E, grafico indicando a quantificacdo da densidade integrada de pixels nos

grupos experimentais, sendo p < 0,001. Barra de escala = 100um.
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Através da imunomarcacdo anti-BDNF (Fig. 12), em nervos do grupo FG+MSC, foi possivel
detectar a colocalizacdo das células tronco mesenquimais GFP positivas com a imunomarcacdo anti-

BDNF.

Figura 12: Em A , imagem representativa evidenciando células GFP positivas observadas nos nervos
regenerados, 60 dias apds tubulizagdo. B, imunomarcagao anti-BDNF na mesma regido e C, presenca
da imunorreatividade anti-BDNF colocalizada com as MSC-GFP positivas (seta). Barra de escala =

100pum.
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5.5 - Analise morfolégica dos nervos regenerados (Fig. 13)

Apds o periodo de 60 dias da tubulizacdo, cortes transversais referentes aos grupos
experimentais foram analisados sob microscépio de luz (Fig. 13).

O nervo contralateral mostra a morfologia caracteristica do nervo isquidtico, sendo que, na
maioria das amostras, este ja havia sofrido ramificacdes. Nota-se também a presenca de epineuro
delgado, além de vasos epineurais, perineurais e endoneurais. A média da drea dos nervos deste grupo
(n = 5) foi de 455.602,11 + 55.520um?. No grupo PCL observou-se epineuro delgado e, na maioria das
amostras, morfologia cilindrica caracteristica e também formacdo de fasciculagbes entre os feixes de
fibras nervosas. A média da area dos nervos (n = 5) deste grupo foi 262.400 + 21.800um?. No grupo FG
foi observado epineuro equivalente ao do grupo PCL. A média da area dos nervos deste grupo (n = 5)
foi 167.500 + 12.830um?>. Ja no grupo FG+MSC foi observado epineuro equivalente aos demais grupos
experimentais. A média das area dos nervos deste grupo (n = 5) foi de 150.500 * 53.520um?>.
Diferengas estatisticamente significantes foram detectadas quando comparadas as areas dos nervos

tubulizados dos diferentes grupos experimentais e dos nervos contralaterais.
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Figura 13: Vista panoramica nos nervos regenerados observados sob microscopia de luz, 60 dias apds
tubulizacdo. Em A, implante do tubo de policaprolactona vazio, PCL, em B, implante do tubo de
policaprolactona preenchido com cola de fibrina, FG, em C, implante do tubo de policaprolactona
preenchido com cola de fibrina e enxerto de células tronco mesenquimais, FG+MSC e em D, nervo

contralateral. Em E, grafico mostrando a quantificagdo das areas. Escala = 100um.
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5.6 - Quantificagao dos axénios mielinizados (Fig. 14, 15 e 16)

Sessenta dias apds a tubulizacdo, os nervos contralaterais apresentaram nimero médio de
7.235 + 689,8 fibras regeneradas. No grupo PCL obteve-se a média de 5.477 + 381,3 axoOnios
mielinizados. J& no grupo FG houve a regeneragao de 5.493 + 941,9 ax6nios mielinizados, em média,
enquanto que no grupo FG+MSC foi obtido o nimero médio de 6.216 + 452 fibras regeneradas (Fig.
14). N3o houve diferenga estatistica nos valores das estimativas do nimero de ax6nios mielinicos

obtidas referentes aos grupos experimentais.
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Figura 14: Grafico contendo o nimero médio da estimativa total de fibras regeneradas * erro padrao,

nos nervos contralaterais e nos grupos PCL, FG e FG+MSC.

Através da quantificagdo por area fixa (50.000um?) obtivemos o nimero médio de 1.440 +
132,9 fibras por 50.000;1m2 no grupo PCL, 1.769 * 103,5 no grupo FG e 1.932 + 126,5 no grupo
FG+MSC, sendo a estimativa média do grupo FG+MSC significantemente maior (p<0,05) que a
estimativa média do grupo PCL (Fig. 16).
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Figura 15: Micrografias de luz dos nervos regenerados 60 dias apds tubulizagdo. Implante do tubo de
policaprolactona vazio, PCL (A), implante do tubo de policaprolactona preenchido com cola de fibrina,

FG (B), implante do tubo de policaprolactona preenchido com cola de fibrina e enxerto de células

tronco mesenquimais, FG + MSC (C) e nervo contralateral (D). Escala = 10um.
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Figura 16: Grafico contendo o ndmero estimado de fibras regeneradas em 50.000um? + erro padrio

nos grupos PCL, FG e FG+MSC, sendo p < 0,01

5.7 - Parametros Morfométricos
5.7.1 - Diametro das Fibras Mielinicas (Fig. 17 e 18)

Os nervos contralaterais apresentaram fibras mielinicas com didmetro variando entre 0,5 a 12,5
um, sendo a média igual a 4,8 £ 0,1 um. As maiores porcentagens das fibras foram encontradas nos
intervalos de 4,51 a 5,5 um, de 5,51 a 6,5 um e de 6,51 a 7,5 um, o que corresponde a 18%, 19,5% e
15,5%, respectivamente.

Os animais do grupo PCL, 60 dias apds a tubulizagdo, apresentaram fibras mielinicas com
didametro variando entre 0,5 e 10,9 um, sendo a média igual a 3,2 £ 0,04 um. As maiores porcentagens
das fibras foram encontradas nos intervalos de 1,51 a 2,5 um, de 2,51 a 3,5 um e de 3,51 a 4,5 um, o
gue corresponde a 21,1%, 32,8% e 23,1%, respectivamente.

Quanto ao grupo FG, os nervos tubulizados apresentaram fibras mielinicas com diametro

variando entre 0,5 e 10,4 um, sendo a média igual a 3,03 £ 0,03 um. As maiores porcentagens das
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fibras foram encontradas nos intervalos de 1,51 a 2,5um, de 2,51 a 3,5um e de 3,51 a 4,5um, o que
corresponde a 28,6%, 27,7% e 20,6%, respectivamente. Os nervos dos animais do grupo FG+MSC
apresentaram fibras mielinicas com didmetro variando entre 0,5 e 14,0um, sendo a média igual a 3,47
1 0,03 um. As maiores porcentagens das fibras foram encontradas nos intervalos de 1,51 a 2,5um, de

2,51 a3,5um e de 3,51 a 4,5um, o que corresponde a 19,1%, 28,0% e 25,3%, respectivamente.
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Figura 17: Distribuicdo de frequéncia do diametro das fibras mielinicas (DFM) regeneradas nos

diferentes grupos experimentais e grafico de sobreposi¢do das curvas.
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A anadlise estatistica do didmetros das fibras mielinicas (Fig. 18) mostrou diferenca significativa
nos intervalos: de 0,5 a 3,5um entre o grupo contralateral e os demais grupos experimentais (p<0,001);
de 6,51 a 10,5um entre o grupo contralateral e os demais grupos experimentais (p<0,001). No

intervalo de 3,51 a 6,5um ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.

DFM
100%—
. PCL
K&k
80%—- r—FH— ' I FG
= FG + MSC

— Contralateral

0,5-3,56 36-6,5 6,6 -10,5
Intervalos DFM (um)
Figura 18: Andlise estatistica comparativa dos grupos experimentais nos respectivos intervalos da DFM,

sendo *** p<0,001.

5.7.2 - Diametro dos Ax6nios Mielinicos (Fig. 19 e 20)

Os nervos contralaterais apresentaram axénios com diametro variando entre 0,5 a 10,0um,
sendo a média igual a 3,16 £ 0,07um. As maiores porcentagens das fibras foram encontradas nos
intervalos de 4,51 a 5,5um, de 5,51 a 6,5um e de 6,51 a 7,5um, o que corresponde a 21,9%, 23,5% e
14,3%, respectivamente.

Os animais do grupo PCL, 60 dias apds a tubulizacdo, apresentaram ax6nios com diametro

variando entre 0,5 e 10,1 um, sendo a média igual a 2,45 £ 0,03um. As maiores porcentagens das fibras
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foram encontradas nos intervalos de 0,5 a 1,5um, de 1,51 a 2,5um e de 2,51 a 3,5um, o que
corresponde a 17,3%, 35,3% e 27,2%, respectivamente.

Quanto ao grupo FG, os nervos tubulizados apresentaram axonios com didmetro variando entre
0,5 e 9,35um, sendo a média igual a 2,3 + 0,03um. As maiores porcentagens das fibras foram
encontradas nos intervalos de 0,5 a 1,5 um, de 1,51 a 2,5um e de 2,51 a 3,5um, o que corresponde a
21,3%, 35% e 25%, respectivamente. Os nervos dos animais do grupo FG+MSC apresentaram axonios
com diametro variando entre 0,5 e 14,0um, sendo a média igual a 2,6 + 0,03 um. As maiores
porcentagens das fibras foram encontradas nos intervalos de 1,51 a 2,5um, de 2,51 a 3,5um e de 3,51

a 4,5um, o que corresponde a 31,5%, 29,2% e 17,3%, respectivamente.
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Figura 19: Distribuicdo de frequéncia do diametro dos ax6nios mielinicos (DAM) regenerados nos

diferentes grupos experimentais e grafico de sobreposi¢do das curvas.
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A andlise estatistica do diametros dos axonios mielinicos (Fig. 20) mostrou diferenca
significativa nos intervalos: de 0,5 a 3,5um entre o grupo contralateral e os grupos PCL e FG (p<0,05);
de 3,51 a 6,5um entre o grupo contralateral e os grupos PCL e FG (p<0,01) e os grupos contralateral e

FG+MSC (p<0,05). No intervalo de 6,51 a 10,5um ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.

DAM

e e . PCL

HlFG
B FG + MSC
— Contralateral

L]
0,5-35 36-65 6,6 -10,5

Intervalos DAM (um)

Figura 20: Analise estatistica comparativa dos grupos experimentais nos respectivos intervalos da

DAM, sendo ** p<0,01, * p, 0,05.

5.7.3 - Espessura da Bainha de Mielina (Fig. 21 e 22)

Os nervos contralaterais apresentaram bainha de mielina com espessura variando entre 0,05 a
6,0um, sendo a média igual a 1,69 + 0,04um. A distribuicdo das porcentagens das EBM seguiram a
distribuicdo mais homogénea entre os intervalos de frequéncia, sendo que mas maiores porcentagens
foram encontradas nos intervalos de 0,05 a 0,25 um, de 1,66 a 1,85um e de 2,06 a 2,25um, o que

corresponde a 9,9%, 9% e 8,8%, respectivamente.
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Os animais do grupo PCL, 60 dias apds a tubulizacdo, apresentaram bainha de mielina com
espessura variando entre 0,05 e 2,5um, sendo a média igual a 0,73 + 0,01 um. As maiores
porcentagens das fibras foram encontradas nos intervalos de 0,46 a 0,65um, de 0,66 a 0,85um e de
0,86 a 1,05um, o que corresponde a 21,5%, 23,2% e 20,0%, respectivamente.

Quanto ao grupo FG, os nervos tubulizados apresentaram EBM variando entre 0,05 e 2,6 um,
sendo a média igual a 0,74 + 0,01lum. As maiores porcentagens das fibras foram encontradas nos
intervalos de 0,46 a 0,65um, de 0,66 a 0,85um e de 0,86 a 1,05um, o que corresponde a 18,6%, 18,2%
e 13,6%, respectivamente. Os nervos dos animais do grupo FG+MSC apresentaram EBM variando entre
0,05 e 2,9um, sendo a média igual a 0,84 + 0,01lum. As maiores porcentagens das fibras foram
encontradas nos intervalos de 1,51 a 2,5um, de 2,51 a 3,5um e de 3,51 a 4,5um, o que corresponde a

14,1%, 19,2% e 16,5%, respectivamente.
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Figura 21: Distribuicdo de frequéncia da espessura da bainha de mielina (EBM) dos axoOnios

regenerados nos diferentes grupos experimentais e grafico de sobreposicao das curvas.
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A anadlise estatistica da espessura da bainha de mielina (Fig. 22) mostrou diferenca significativa
nos intervalos: de 0,25 a 0,65 entre os grupos contralateral e PCL (p<0,05); de 0,651 a 1,45 entre os
grupos contralateral e PCL e FG (p<0,001) e entre os grupos contralateral e FG+MSC (p<0,001); de
1,451 a 2,25 entre o grupo contralateral e os demais grupos experimentais (p<0,001) e entre o grupo
FG+MSC e os grupos PCL e FG (p<0,05); de 2,251 a 3,05 entre o grupo contralateral e os demais grupos

experimentais (p<0,001).
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Figura 22: Andlise estatistica comparativa dos grupos experimentais nos respectivos intervalos da EBM,

sendo *** p <0,001; ** p<0,01; * p, 0,05.
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5.7.4 - Razao "g" (RZG) (Fig. 23 e 24)

Os nervos contralaterais apresentaram RZG variando de 0,2 a 0,95, sendo a média igual a 0,62 +
0,006. Destas, a maioria estava distribuida nos intervalos de 0,56 a 0,65, 0,66 a 0,75 e 0,75 a 0,85,
correspondendo a 22,4%, 31,6% e 17,7%, respectivamente.

Os animais do grupo PCL, 60 dias apds a tubulizacdo, RZG variando entre 0,2 e 0,94, sendo a
média igual a 0,74 + 0,003. Destas, a maioria se encontra distribuida nos intervalos 0,66 a 0,75, 0,76 a
0,85 e 0,86 a 0,95, correspondendo a 27,8%, 42,4% e 15,6%, respectivamente.

A RZG do grupo FG variou entre 0,2 e 0,97, sendo a média igual a 0,73 + 0,003. A maioria se
encontra distribuida nos intervalos 0,66 a 0,75, 0,76 a 0,85 e 0,86 a 0,95, correspondendo a 23,5%,
37,5% e 17,4%, respectivamente.

No grupo FG+MSC a RZG variou entre 0,2 e 0,95, sendo a média igual a 0,73 + 0,003. A maioria
se encontra distribuida nos intervalos 0,66 a 0,75, 0,76 a 0,85 e 0,86 a 0,95, correspondendo a 25,2%,

39,7% e 15,8%, respectivamente.
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Figura 23: Distribuicdo de frequéncia da Razao "g" (RZG) nos diferentes grupos experimentais e grafico

de sobreposicao das curvas.
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A andlise estatistica da Razdo "g" (Fig. 24) apontou diferencas significativas nos intervalos: de
0,451 a 0,75 entre o grupo contralateral e os demais grupos experimentais (p<0,01) e de 0,751 a 0,95
entre o grupo contralateral e os demais grupos experimentais (p<0,001). Nao houve diferenca

significativa nos intervalos de 0,25 a 0,45 e de 0,951 a 1,25.
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Figura 24: Analise estatistica comparativa dos grupos experimentais nos respectivos intervalos da

Razdo "g", sendo *** p <0,001 e** p<0,01.

5.8 - Avaliagao Funcional (Fig. 25)

Os animais foram submetidos a avaliacdo funcional semanalmente durante 8 semanas. A cada
semana os dados foram colhidos. Para o cdlculo do indice funcional do nervo fibular foram utilizados
dois parametros: a distancia entre o primeiro e o quinto dedo (parametro Print Width, cedido pelo
programa Catwalk), bem como entre o terceiro dedo e o calcanhar (parametro Print Lenght, cedido pelo

programa Catwalk). A analise estatistica do indice funcional do fibular mostrou que o grupo cola de fibrina
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com células tronco mesenquimais obteve uma recupera¢do motora significantemente maior (em relacdo aos

grupos PCL e FG) na sétima semana (p<0,01) e na oitava semana (p<0,05 e p<0,01, respectivamente).

—e— PCL
——FG
—e— FG+MSC

Figura 25: Analise da funcdo motora dos animais 8 semanas apds a lesdo. Grafico construido com

valores do indice funcional do nervo fibular, sendo * p < 0,05 e ** p < 0,01.
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6. Discussao

Com o passar dos anos e com o acumulo de conhecimento sobre a biologia das células tronco
mesenquimais, tornou-se claro que estas podem formar a base de um sistema de reparo tecidual
extremamente poderoso (Schipani e Kronenberg, 2009). As células tronco mesenquimais apresentam
diversas vantagens por serem de facil extracdo e expansdo, além de possuirem menor potencial
oncogénico. A extracdo é simples, sendo, mais comumente, feita a partir da medula dssea. A
capacidade destas células de aderir a superficies plasticas faz com que a expansdo seja extremamente
facilitada e rédpida (Maltman, et al, 2011) resultando em rendimento suficiente para exploracao clinica
e cientifica (Uccelli, et al, 2011). Devido a essas caracteristicas, a administracdo exdogena de células
tronco mesenquimais como agentes terapéuticos (tanto isoladas quanto em associagdo com outros
elementos) é testada em diversos modelos de lesdes teciduais.

Como descrito por Dominici e colaboradores (2006), dentre os critérios minimos para
caracterizagdo das células tronco mesenquimais estdo a capacidade de aderéncia em superficies
plasticas e a expressdo ou nao de certos antigenos de superficie. Em uma cultura primdria de células
tronco mesenquimais, portanto, ao menos 95% das células devem expressar as moléculas CD105,
CD90 e CD73 e menos de 2% das células devem expressar CD45, CD34, CD11b/c ou CD54. Através da
analise das culturas de células tronco mesenquimais em quarta passagem, utilizadas nos ensaios
experimentais, grande parte das células estavam aderidas a superficie da placa e, através da andlise

por citometria de fluxo, nés detectamos que 99,8% das células expressam CD90, 89% expressam CD54
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e 88,6% das células expressam CD73. Por outro lado, 1,07% das células expressam CD45 e 1,88%
expressam CD34.

Uma analise feita por Prockop (2007), mostrou que a eficacia terapéutica do enxerto das células
tronco mesenquimais ndo consiste no transplante em si, sugerindo que a capacidade de reparo ndo é
devido a transdiferenciacdo das células tronco mesenquimais em fendtipos celulares apropriados ou a
fusdo celular, mas sim a secrecao de fatores sollveis bioativos que promovem um microambiente
regenerativo, viabilizando uma resposta tissular autorregulada. Esse fato foi denominado por Caplan
(2007) como "atividade troéfica".

Nossos resultados demonstraram presenca das células tronco mesenquimais indiferenciadas
nos nervos regenerados mesmo 60 dias apds tubulizacdo, sugerindo que essas células podem atuar
liberando continuamente os fatores neurotroéficos no local da lesdo, atuando no processo regenerativo.

Quando uma fibra nervosa é danificada os axénios e a mielina distais a lesdo degeneram em um
processo denominado Degeneracdao Walleriana. Se o neurbnio sobrevive, este modifica seu
metabolismo de um estado de transmissdo para um estado regenerativo e o axonio pode, assim,
crescer a partir do coto proximal. A regeneragao nervosa depende de um substrato adequado de
componentes da matriz extracelular e de fatores tréficos no local da lesdo e isto é mais dificil quando a
lesdo origina perda da continuidade do nervo (Navarro et al., 2001).

Quando a perda de tecido nervoso é bastante extensa, inviabilizando a aposi¢do e sutura dos
cotos sem a geracdo de tensdo (neurorrafia), o padrao cirlrgico para reunido dos cotos é a utilizacao
de enxerto autélogo de nervo, apesar das dificuldades inerentes. Por isso, grandes esforcos sao
direcionados para o desenvolvimento de enxertos alternativos ao uso dos autélogos. Estes enxertos

artificiais, tipicamente, sdao compostos por um elemento estrutural chamado conduite e uma matriz
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interna que serve como esqueleto para a inclusdo de implantes celulares, citocinas e/ou fatores de
crescimento (Wang et al., 2009). Da mesma maneira, sdo bastante numerosas as investigacdes do uso
de células trono mesenquimais em modelos animais de doencas neurodegenerativas, como a
Esclerose Multipla, bem como apds lesdes (Uccelli et al., 2011).

No sentido de proporcionar suporte estrutural para o enxerto de células, uma alternativa é a
adicdo do selante de fibrina no interior da protese tubular, uma vez que este biomaterial ja mostrou-se
um veiculo adequado para células (Gille et al., 2005) e, além disso, quando aplicada no reparo de
nervos periféricos, ndo causou prejuizo no crescimento axonal (Silver et al., 1995). Os resultados
descritos na literatura corroboram com nossos achados, uma vez que detectamos a presenca de MSC
sob a estrutura do selante de fibrina 60 dias apds a tubulizacdo, mostrando que o novo selante de
fibrina derivado do veneno de serpente, utilizado neste trabalho possibilitou a sobrevivéncia das
células no interior da prétese e, também, ndo causou prejuizo ao crescimento dos axonios ao longo do
tubo, comprovado pelos cortes histoldgicos dos nervos regenerados.

Recentemente, a introducdo das células tronco mesenquimais em conduites utilizados para a
regeneracao nervosa periférica é tida como uma promissora abordagem (Pereira Lopes et al., 2006;
Wang et al., 2009; Carlson et al., 2011). O presente trabalho, portanto, apresenta este tipo de desenho
experimental, utilizando como conduite para ligacdo entre os cotos uma protese tubular construida a
partir do polimero poli-caprolactona, cuja aplicagdo na regeneracdo periférica é bastante apropriada,
uma vez que é um material biocompativel e reabsorvivel. Como scaffold para o enxerto de células
tronco mesenquimais utilizamos o selante de fibrina.

As células de Schwann, sendo os componentes gliais primarios do sistema nervoso periférico,

detém uma funcdo crucial na regeneracao nervosa. A atuacdo destas células no processo regenerativo
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vai desde a internalizacdao dos detritos de axdnios e mielina derivados da degeneragdao Walleriana,
passando pela formacdo das bandas de Blingner, até a funcdo na correta expressdao de componentes
da matriz extracelular e o suporte de fatores neurotroficos (Zochodne, 2012).

Utilizando o modelo in vivo de tubulizacdo com aplicacdo de células tronco mesenquimais,
Wang e colaboradores (2009) observaram, através da andlise da expressdo de neurofilamento e S100
pela técnica de imunoistoquimica, 7 e 14 dias apds lesdo, que, nos grupos nos quais houve a
administracdo de células tronco mesenquimais, o processo de crescimento axonal foi mais rapido e
houve intensa proliferacdo de células de Schwann. Além disso, através da analise dos niveis de mRNA
pela técnica de PCR em tempo real, os autores demonstraram também o aumento da expressdo de
receptores para fatores neurotréficos nas células de Schwann.

Tal fato é compativel com os nossos resultados de quantificacdo de imunoistoquimica, uma vez
que, mesmo 60 dias ap6s a tubulizacdo, as células tronco mesenquimais extraidas de animais
transgénicos GFP foram detectadas no tecido e, ainda, obtivemos uma expressdo significantemente
maior de p75""% nos nervos do grupo FG+MSC, em relagdo ao nervo normal.

Uma explicagdo plausivel para ndao termos encontrado diferencas significativas na
imunomarcacao anti-S100 pode residir no fato de o periodo critico para a proliferacao destas células
ser mais agudo a lesdo e que, por termos obtido as amostras 60 dias apds a tubulizacdo, o nimero de
células de Schwann tenha se estabilizado.

As células de Schwann também s3o responsaveis pela mielinizacdao dos axénios periféricos. Este
processo ocorre quando as células de Schwann envolvem os axdénios, formando mielina a partir de
multiplas camadas de membrana plasmatica. O processo de maturacdo das células de Schwann é

mediado por diversos componentes, como a laminina, uma proteina integrante da membrana basal
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das células de Schwann. Carlson e colaboradores (2011) utilizaram animais deficientes em laminina y1
no sistema nervoso periférico, cujos nervos periféricos sdo desorganizados e hipomielinizados, e
trataram os nervos isquiaticos com células tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo. Através
do tratamento, os pesquisadores conseguiram restaurar a diferenciacdo das células de Schwann
enddégenas dos camundongos mutantes, possibilitando a mielinizacdo dos axonios.

Nesse sentido, nds detectamos colocalizagdo entre as células tronco mesenquimais
(encontradas no tecido 60 dias apds tubulizacdo) e imunodeteccdo de BDNF. O BDNF é um regulador
endégeno do processo de mielinizacdo durante o desenvolvimento e processo regenerativo do SNP,
onde o aumento da producdo de mielina é mediado pelo receptor de neurotrofinas p75"' ~ (Cosgaya et
al., 2002; Tolwani et al., 2004). As células tronco mesenquimais transplantadas no local da lesdo,
portanto, exercem sua eficacia ndo somente via liberacdo de fatores de crescimento por elas mesmas,
mas também através da modulacdo indireta do comportamento das células de Schwann (Wang et al.,
2009). No caso do presente trabalho, as células de Schwann continuariam a ser estimuladas mesmo 60
dias apds o enxerto, através da secre¢do de moléculas bioativas, como o BDNF, por parte das células
tronco mesenquimais.

Corroborando com o descrito acima, observamos que os axdnios dos nervos do grupo FG+MSC
distinguiram-se por apresentar bainha de mielina mais espessa, em relacdo a dos axdnios dos nervos
dos grupos PCL e FG, especialmente no intervalo de 1,46 a 2,25um. Tal fato contribui como outra
evidéncia indicando a possivel acao das células tronco mesenquimais sobre a reatividade das células de
Schwann. Da mesma maneira, Pereira Lopes et al. (2006) avaliaram o efeito do enxerto de células
derivadas da medula éssea no interior de um tubo de coldgeno e observaram que o nimero de fibras

mielinicas e a drea de mielina foi significativamente maior no grupo onde foram enxertadas as células.
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A recuperacao funcional também foi mais rapida nos animais do grupo experimental, o que reflete o
estabelecimento de um ambiente adequado e propicio para o crescimento e mielinizacdo de axdnios
em regeneragao.

As areas dos nervos no interior do tubo regenerado nao diferiram estatisticamente entre os
grupos experimentais, sendo a média das areas do grupo PCL ligeiramente maior que as médias dos
grupos FG e FG+MSC.

Nossos resultados da estimativa do numero total de axdnios mielinizados regenerados no
interior da proétese tubular, obtidos através da relacdo entre a drea da imagem e a area total do nervo,
ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos experimentais. Ja a estimativa de axonios
mielinicos por darea fixa mostrou que os animais do grupo FG+MSC apresentaram 25% a mais de
axonios, quando comparado com o grupo PCL, demonstrando maior grau de compactacdo das fibras, o
gue reflete uma organizacdo mais proxima da normalidade.

A avaliacdo funcional é o resultado definitivo do sucesso da regeneracdo nervosa periférica.
Como resultado funcional dos achados acima, houve diferenca significativa na recuperagao motora dos
animais dos diferentes grupos experimentais, avaliada através do célculo do indice funcional do nervo
fibular, que leva em consideragdao o comprimento e a largura das pegadas, tanto da pata cujo nervo
ipsilateral foi lesado, quanto da pata contralateral, sendo que os animais do grupo FG+MSC mostraram
aproximadamente 55% de recuperagdo em relagdo a primeira andlise pds lesdo, situacdo que se
manteve por duas semanas consecutivas. Os demais grupos experimentais apresentaram pouca

recuperagao funcional.
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7. Conclusoes

1. As células tronco mesenquimais, extraidas de animais transgénicos para a proteina GFP,
foram encontradas no tecido nervoso sessenta dias apds o enxerto, indicando a sobrevivéncia de longo
prazo destas células;

2. A estimativa de fibras regeneradas, avaliada por area fixa, demonstrou diferenca
significativa entre o grupo PCL e o grupo FG+MSC, sendo que este demonstrou maior grau de
compactacdo axonal, exibindo, portanto, padrdo mas préoximo do nervo normal;

3. As imunomarcacgdes para neurofilamento, células de Schwann e coldgeno IV mostraram-
se quantitativamente equivalentes entre os grupos experimentais e evidenciaram uma organiza¢ao
nervo compativel com o processo regenerativo em todos os grupos;

NTR

4, A imunomarcagao anti-p75" " mostrou-se estatisticamente maior no grupo FG+MSC em

relagdo ao nervo controle normal, indicando maior resposta local a fatores neurotréficos neste grupo;

5. Foi detectada colocalizagdao entre MSC GFP-positivas e BDNF;

6. O enxerto de MSC influenciou positivamente o processo de mielinizagdo dos axdnios em
regeneragao;

7. O grupo FG+MSC mostrou recuperagao funcional significativamente maior em relagao

aos grupos PCL e FG nas duas ultimas semanas de analise.
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CAPITULO II
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Abstract

For analysis of the progression of regeneration in the central and peripheral nervous system usually are
used techniques from histological sections that provide a two-dimensional image of the regenerating
axons, showing only fragments, and may thus lead to misinterpretations. In order to overcome this
obstacle, the tetrahydrofuran (THF)-based clearing technique was proposed. Through this technique,
the brain and spinal cords of rodents become transparent allowing the deep-tissue imaging of axons.
Since this technique is standardized only for spinal cord, the present work proposes the establishment
of the technique for peripheral nerves. For this, we used transgenic mice that express fluorescent
proteins in neurons, astrocytes and microglia as well as double hybrids. Microscopic analysis, by 2P-

LSM, include the observation of cleared tissues from transgenic mice before and after injury.
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Resumo

Para analisar a progressao da regeneracdo tanto no sistema nervoso central quanto no periférico,
normalmente, sdo utilizadas técnicas que partem da seccdo histolégica dos drgdos. Estas secches
provém imagens bidimensionais dos axénios em regeneracao, que podem mostrar apenas fragmentos,
levando a possiveis interpretacdes erréneas. Com o intuito de superar este obstaculo, foi proposta da
técnica de clareamento tecidual baseada na incubacdo com tetraidrofurano (THF). Através desta
técnica, o encéfalos e as medulas espinais de roeadores se tornam transparente, permitindo o acesso
aos axonios localizados mais profundamente no tecido. Como esta técnica foi padronizada somente
para encéfalo e medula espinal, o presente trabalho padronizou a técnica para nervos periféricos. Para
isto, utilizamos animais transgénicos que expressam proteinas fluorescentes em neurdnios, astrocitos
e microglia, bem como duplos hibridos. A analise microscépica do processo regenerativo, através do
2P-LSM, inclui a observacdo de tecidos clareados ou ndo dos animais transgénicos antes e apos a

injuria periférica.
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3. Objetivos

1. Estabelecer a técnica de clareamento tecidual (método com THF) para o nervo isquiatico de

animais transgénicos;

2. Avaliar o padrdo de expressao das proteinas fluorescentes no sistema nervoso periférico dos

animais transgénicos com marcacao celular especifica;

3. Adquirir imagens dos nervos isquiaticos antes e apds esmagamento, através do microscopio 2-

photon, com o intuito de avaliar as alteracées morfoldgicas locais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais Transgénicos

Nés usamos para este estudo animais das seguintes linhagens transgénicas: TgH(CX3CR1-EGFP);
linhagem duplo-hibrida TFGD e linhagem duplo-hibrida NGYT.

CXCR - os animais desta linhagem expressam GFP sob controle do gene CX3CR1. CX3CR1 é o
receptor de quimiocina CX3C 1. A expressao deste receptor estd associada a linfocitos (Imai et al.,
1997), mondcitos e também a células microgliais.

TFGD - os animais desta linhagem duplo-hibrida expressam a proteina GFAP-eCFP e Thy1-eYFP,
em astrécitos e neurbnios, respectivamente. Estes animais expressam altos niveis de Thy-YFP tanto
em neurdnios motores quanto sensitivos. Thy-1 é uma proteina ancoradora de GPI presente na
membrana externa dos lipid rafts na membrana neuronal e sdo usadas como marcador de
polongamentos axonais em neurdnios maduros (Kemshead et al.; 1982). Estes animais também
expressam CFP sob controle do promotor da proteina glial fibrilar acida (GFAP). A expressao de GFAP
é classicamente usada como marcador de astrdcitos, porém também pode ser utilizada como
marcador de células de Schwann (Eng et al. 2000).

NGYT - Animais desta linhagem expressam GFP sob controle do promotor da proteina Thy-1 e

expressam CFP sob controle do promotor da proteina GFAP.
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4.2 Procedimento cirargico: esmagamento do nervo isquidtico

Os camundongos foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de uma mistura contendo
midazolam (Dormicum, 2 mg/kg, Rebopharm), medetomidine (Domitor, 0.15 mg/kg, Rebopharm), e
fentanyl (0.05 mg/kg, Hexal).

Para o esmagamento, o nervo isquiatico foi exposto ao nivel médio da coxa e esmagado com a
ajuda de uma pinga, a pressao total por 30 segundos, de acordo com Xin et al. O musculo e a pele
foram suturados e os animais mantidos em placa aquecida por 24 horas. Os animais experimentais
foram mantidos vivos por 3, 7 ou 14 dias. Todos os experimentos foram feitos em acordo com as leis

de manejo animal do governo da Alemanha e Unido Europeia.

4.3 Clareamento tecidual (método com THF)

Nervos isquiaticos intactos e nervos axotomizados 3, 7 e 14 dias apds a lesdo foram removidos
de camundongos apods perfusdo transcardiaca com PBS e paraformaldeido 4%. Os nervos foram
dissecados e mantidos em paraformaldeido 4% por 4 horas e, apds, as amostras foram processadas
para o clareamento tecidual, de acordo com Ertiirk, et al. (2012). Ao fim, as amostras foram removidas
dos recipientes de vidro e colocadas em uma laminula coberta quase completamente (exceto a regido

central da laminula) com fita dupla-face, e cobertas com outra laminula.

4.4 2P-LSM
2P-LSM foi feita utilizando um 2P-LSM comercial feito sob encomenda equipado com um laser

Ti:sapphire (Vision I, Coherent), como descrito por Ertirk et al., (2012) e Steffens et al., (2011).
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4.4.1 Processamento das Imagens
Todas as imagens adquiridas no 2P-LSM foram processadas usando o software Image) (versdo
1.45s, National Institute of Health, USA). Projecdes 3D foram feitas utilizando a ferramenta Volume

Viewer, pertencente ao pacote de processamento de imagens para Imagel, FUI (http://fiji.sc/Fiji)

(Schindelin, J., et al. 2012).

4.5 Preparagao do Tecido para Microscopia de Fluorescéncia

As medulas espinais dos animais submetidos ao esmagamento do nervo isquidtico foram
removidas, dissecadas, crioprotegidas com sacarose (sacarose 10%, 20% e 30% em PB, por 12 horas
cada) e congeladas a - 40°C para sec¢Oes em criostato (12um). As seccdes foram, entdo, transferidas
para uma lamina gelatinizada e montadas em uma mistura de glicerol e PBS (3:1), observadas e

documentadas em microscépio de fluorescéncia (Eclipse TS100, Nikon, Tokyo, Japan).

85


http://fiji.sc/Fiji
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schindelin%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22743772

86



5. Resultados

5.1 Clareamento tecidual a base de THF do nervo isquidtico (Tabela 4 e Fig. 26)

Devido a similaridade na composicdo tecidual altamente lipidica, para padronizacdo da técnica
de clareamento do nervo isquiatico nés testamos primeiramente o protocolo descrito por Ertiirk e
colaboradores (2012) para medula espinal. Os espécimes foram incubados em THF (Sigma-Aldrich) 50%
(vol/vol) THF, em THF 70%, THF 80%, 3 vezes em THF 100%. Posteriormente, os espécimes foram
incubados em diclorometano (DCM) (Sigma-Aldrich) e, finalmente, em dibenzil-éter (DBE) (Sigma-

Aldrich). Os reagentes e respectivos tempo de incubacdo empregados estdo descritos na tabela 4.

Tabela 4: Reagentes e respectivos tempos de incubagdo para procedimento de clareamento tecidual.

Reagentes Tempos de Incubagdo
50% (vol/vol) THF 30 min
70% (vol/vol) THF 30 min
80% (vol/vol) THF 30 min
100% (vol/vol) THF 3x 30 min
DCM 20 min
DBE 215 min

Todas as solugbes de trabalho (THF 50%, 70%, 80%) foram feitas com agua destilada e

estocadas em garrafas de vidro. Para as solugdes de trabalho de THF 100%, DCM e DBE, 100ml das
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solucbes estoque foram transferidas para uma garrafa de vidro. As solu¢des de trabalho foram
mantidas ao abrigo da luz, seladas e a temperatura ambiente.

O procedimento de clareamento tecidual foi feito totalmente em capela a temperatura
ambiente. Os frascos de vidro contendo as amostras foram colocados em constante rotacdo entre as
trocas de solucgdes.

Apds o clareamento tecidual, os nervos clareados foram observados sob 2P-LSM para
atestarmos que o clareamento funcionou e que os tempos de incubacdo estavam adequados. N&s

fomos capazes de observar a fluorescéncia da proteina Thy-1-YFP e da proteina GFAP-CFP (Fig. 26).

Figura 26: Micrografias geradas a partir do imageamento ao 2P-LSM, mostrando a expressao de
proteinas fluorescentes no nervo normal de um animal da linhagem TFGD: Thyl-eYFP em vermelho,

GFAP-eCFP em verde e a sobreposi¢cdao de ambos. Barra de escala = 10um.
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5.2 Imageamento em profundidade dos nervos isquiaticos antes e apds o clareamento tecidual (Fig.
27)

A fim de comparar o imageamento permitido pela técnica de clareamento tecidual, analisamos
nervos isquiaticos clareados (depois do clareamento tecidual a base de THF descrito acima) e os nervos
normais sob 2P-LSM. Para este fim, foram utilizados dois (direito e esquerdo) nervos isquidticos do
mesmo camundongo transgénico, da linhagem TFGD.

Apds a andlise pudemos observar que o procedimento de clareamento tecidual a base de THF
possibilitou o imageamento de todo o nervo em profundidade (200-250 um), com menos poténcia do
laser (aproximadamente 15%) quando comparado com o imageamento do nervo ndo clareado, para o
qual foi necessario usar cerca de 30% da energia do laser para obtermos imagem de 50um de
profundidade, o que corresponde a superficie do nervo, como podemos ver nas projecées 3D de

ambos os nervos, mostradas na Fig. 27.
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Nervo Clareado Nervo nao clareado

Figura 27: ProjecOes 3D nos nervos clareados e ndo clareados do camundongo da linhagem TFGD:

mostrando em vermelho Thy1-EYFP e em verde GFAP-ECFP.

5.3 Alteragoes morfoldgicas no nervo isquiatico apods injuria (Fig. 28, 29 e 30)

Depois de escolher as linhas de camundongos transgénicos e estabelecer técnica de
clareamento de tecidos a base de THF para nervo periférico, realizamos o esmagamento do nervo
isquidtico nesses camundongos. Para isto, foram utilizados basicamente trés pontos para a analise do
nervo: 3, 7 e 14 dias apods a lesdo em animais da linhagem CXCR, TFGD e NGYT, sendo que nesta ultima
linhagem, os nervos foram analisados antes e trés dias apds a lesao.

Através da analise dos nervos dos animais da linhagem CXCR sob 2P-LSM pudemos detectar

células CX3CR1-GFP positivas apods a lesao (Fig. 28).
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Sem lesao

7 dias apds esmagamento

3 dias apos esmagamento 14 dias ap6s esmagamento

Figura 28: Imagens dos nervos de animais CXCR mostrando o nervo ndo lesionado e nervos 3, 7 e 14
dias ap6s esmagamento. Note que ndo ha quase nenhuma deteccdo fluorescente nos nervos nao
lesionados, enquanto nos nervos esmagados ha deteccdo de células CX3CR1-GFP positivas. Barra de

escala = 10um.

Utilizando animais da linhagem TFGD fomos capazes de analisar a rea¢dao dos axonios e células
de Schwann apds injuria. Na Fig. 29, podemos ver o aspecto do nervo intacto, tanto para Thyl-YFP e

GFAP-CFP. Depois de lesdao fomos capazes de notar o rearranjo de ambos os componentes do nervo.



Sem lesao

3 dias apos esmagamento

Figura 29:Imagens de nervos de animais da linhagem TFGD sem lesdo, 3, 7 e 14 dias apds

esmagamento do nervo isquidtico. Barra de escala = 10um.
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O mesmo tipo de analise foi realizada em nervos isquidticos de animais da linhagem NGYT,
tanto 3 dias apds o esmagamento, quanto no nervo intacto (Fig. 30). Analisando os nervos desta
linhagem, fomos capazes de ver o padrdao de axonios com mais detalhes, tanto nos nervos normais
(primeira linha) quanto apds esmagamento (segunda linha). Como resultado da degeneracao
Walleriana resquicios de GFP permaneceram nas bandas formadas pelas células de Schwann, como

podemos ver na segunda linha.

Sem lesdo

3 dias ap6s esmagamento

Figura 30: Imagens adquiridas de nervos de animais da linhagem NGYT, tanto sem lesdao quanto 3 dias
apdés esmagamento do nervo isquidtico. Observe os remanescentes de GFP, resultantes da

degeneragdao Walleriana no nervo lesado Barra de escala = 10um.
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4.4 Reagdo microglial apos esmagamento do nervo isquiatico (Fig. 31)

A andlise da medula espinal de camundongos CXCR sob microscépio de fluorescéncia regular,
14 dias apds o esmagamento do nervo isquiatico (Fig. 31), demonstrou a presenca de células CX3CR1-
GFP positivas no pool do nervo isquiatico (A), localizado na intumescéncia lombar. As células
microgliais se tornaram maiores e mais arborizadas no lado ipsilateral a lesdo (C), quando comparadas

ao lado contralateral (B).

Figura 31: Sec¢cdes da medula espinal lombar de animais CXCR 14 dias apds esmagamento do nervo
isquidtico. Em A, representacdo esquematica do pool do nervo isquidtico (delimitado pelo circulo) no
corno anterior da medula espinal. B e C mostram a deteccdo de células CX3CR1-GFP positivas nos lados

contra e ipsilateral a lesdo, respectivamente. Barra de escala = 50um.
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4.5 Alteragdes morfolégicas em motoneuronios apds injuria (Fig. 32)

Através analise da medula espinal de camundongos TFGD, 7 e 14 dias apds o esmagamento do
nervo isquidtico, pudemos ver as altera¢cdes morfolégicas em motoneurdnios localizados no pool do

nervo isquiatico, localizado na intumescéncia lombar.

Contralateral Ipsilateral

.

7 dias apés esmagamento

Thy1-EYFP

14 dias apds esmagamento

Figura 32: SeccGes da medula espinal lombar de camundongos TFGD, 7 e 14 dias apds o esmagamento
do nervo isquiatico. Ae B sdo os lados contra e ipsilateral a lesdo, respectivamente, 7 dias apds

lesdo. Ce D mostram os lados contra e ipsilateral, 14 dias apds o esmagamento, respectivamente.

Barra de escala = 50um.
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6. Discussao

Ao longo dos anos, a resposta regenerativa do sistema nervoso aos diferentes tipos de injuria é
estudada com base em técnicas histoldgicas que sdo dependentes da seccdo de tecidos. Estas técnicas
fornecem, em ultima andlise, uma imagem bidimensional dos ax0nios em regeneracdo, o que pode
levar a interpretacoes erroneas do processo regenerativo (Becker et al., 2012; Ertirk et al., 2012). O
clareamento quimico é uma técnica amplamente utilizada para transpor este problema.

O efeito desta técnica depende da imersdo das amostras, ap6s desidratacdo do tecido, em um
meio que possui indice de refracdo similar ao das proteinas (Becker et al., 2012). Dessa maneira, a
dispersdo da luz é consideravelmente reduzida, portanto os espécimes tornam-se transparentes,
permitindo imageamento de camadas mais profundas do tecido (Ertlirk et al., 2012).

Diversos agentes clareadores opticos sdo utlizados atualmente (Genina et al., 2010; Becker et
al., 2012), porém o mais comumente aplicado é o benzil dlcool - benzil benzoato (BABB). A exposi¢cao
do tecido ao BABB pode causar declinio acentuado ou mesmo total do sinal fluorescente (Becker et al.,
2012). No sentido de preservar a fluorescéncia, nds escolnemos o THF como substituto ao etanol para
a desidratacdo do tecido e o DBE como agente clareador dptico.

O THF é um éter ciclico soluvel em dgua em qualquer propor¢do e, dessa maneira, pode ser
aplicado para substituicdao da dgua. Além disso, mostrou nao influenciar no sinal fluorescente do tecido
(Becker et al., 2012; Ertiirk et al, 2012). Da mesma maneira, o clareamento tecidual com DBE mostrou
ser mais rapido e mais eficiente que com BABB, provavelmente em virtude da sua baixa viscosidade,

gue aumenta o poder de penetracdo (Becker et al., 2012). Além disso, o BABB tem sucesso limitado no
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clareamento do tecido nervoso (Ertirk et al., 2012). O clareamento tecidual com THF e DBE também
preserva a fluorescéncia em tecidos nervosos marcados com imunofluorescéncia (Dodt et al., 2007).

Portanto, através do clareamento tecidual com THF e DBE nds conseguimos o clareamento do
nervo isquiatico, utilizando os mesmos tempos de incubacdo para clareamento da medula espinal,
padronizados por Ertirk e colaboradores (2011 e 2012). Apds o procedimento da técnica, sob
observacdo ao 2P-LSM, fomos capazes de imagear o nervo como um todo. Ao observarmos o tecido
somente fixado ao 2P-LSM fomos capazes de detectar a fluorescéncia na camada superficial do nervo.

Ao olharmos atentamente as projecdes 3D dos nervos clareado e ndo clareado podemos
detectar o encolhimento do tecido apds clareamento. Este encolhimento é efeito colateral inevitavel
da técnica. A quantidade total de encolhimento do tecido é relacionada a necessidade de eliminacao
da agua do tecido, necessaria para progressao do clareamento (Becker et al., 2012).

O sinal YFP, apds clareamento tecidual, ndo é tdo forte quanto o sinal de GFP ou CFP. Isto
acontece porque a YFP é menos estdvel em solugdes de clareamento (Ertlirk et al. 2012). A linhagem
TFGD (Thy-1-YFP e GFAP-CFP) foi escolhida para os ensaios de esmagamento do nervo isquidtico,
apesar da instabilidade do YFP apds clareamento, por causa da dupla marcagao de neuronios e células
de Schwann (no tecido nervoso periférico) e também em fungao da disponibilidade de animais.

Apds esmagamento do nervo isquiatico (de animais transgénicos com marcagdes especificas de
populagdes celulares) nds detectamos, através da analise da linhagem CXCR, aumento na detecgdo de
células CX3CR1 positivas no nervo periférico. Nos correlacionados o aumento da detecg¢ao a infiltracao
de linfécitos e macréfagos derivados de mondcitos no nervo lesionado. A infiltracdao ja ocorre no
terceiro dia apds o esmagamento e persiste até ao décimo quarto dia, enquanto que no nervo nao

lesionado a deteccdo de células CX3CR1-positivas é rara. A presenca dessas células imunes no tecido
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lesionado é necessdria tanto para a fagocitose de restos do processo degenerativo, quanto na secrecao
de substancias facilitadoras da regeneracao (Zochodne, 2012). Da mesma maneira, a partir da analise
das intumescéncias lombares de animais CXCR submetidos ao esmagamento do nervo isquiatico, foi
possivel detectar aumento no nimero de no grau de arborizacdo das células microgliais no lado
ipsilateral a lesdo, em comparacdo ao lado contralateral.

A partir da analises dos nervos isquiaticos de camundongos da linhagem duplo-hibrida TFGD
(Thy1-YFP e GFAP-ECFP) pudemos detectar as alteracdes morfoldgicas caracteristicas da reacdo do
tecido nervoso periférico apds injuria. Ha deteccdo do sinal fluorescente de GFAP, correlacionado com
a marcacdo das células de Schwann, no nervo nao lesionado e apds injuria. A manutencdo das células
de Schwann no tecido apés injuria esta relacionada com a funcdo primordial que estas células exercem
durante o periodo regenerativo, seja secretando substancias pro-regenerativas ou ao guiar o
crescimento axonal através a formacdo das Bandas de Biingner (Kandel et al., 2000; Zochodne, 2012).
A deteccdo da proteinas Thy-1, marcador neuronal, sofre um pequeno declinio a partir do sétimo dia e,
no décimo quarto dia, hd o surgimento de algumas marca¢des bastante evidentes que podem ser
relacionadas com o processo de degeneracdo Walleriana e inicio da regeneragao axonal,
respectivamente.

J4 analisando os nervos isquiaticos de camundongos da linhagem NGYT pudemos detectar um
acumulo de proteina GFP em intervalos regulares, coincidentes com a marcacdo das Células de
Schwann. Interpretamos estas estruturas como remanescentes do processo da degeneragdo

Walleriana.
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Diferencas significativas no padrao de marcacdo, especialmente da proteina Thy-1, podem ser
notadas entre as linhagens TFGD e NGYT. Basicamente, na linhagem TFGD a YFP é expressa em uma
grande populacdo de neuronios, enquanto na linhagem NGYT, apenas uma subpopulacdo é marcada.

Tendo-se em vista os resultados apresentados, podemos concluir que o procedimento de
clareamento tecidual, foi padronizado com sucesso para nervos periféricos e pode ser utilizado para
estudo do processo regenerativo apds diferentes tipos de injurias, como esmagamento ou transeccao,

da mesma maneira que para acompanhar a regeneracao no interior de préteses tubulares.
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7. Conclusoes

1. Os tempos de incubacdo para o procedimento de clareamento do nervo isquiatico foram os

mesmos ja estabelecidos anteriormente para clareamento de medula espinal;

2. O clareamento do nervo isquidtico nos permitiu imagear o nervo isquiadtico todo, em

profundidade, sob 2P-LSM;
3. Foi possivel detectar alteracGes morfolégicas nos nervos isquiadticos 3, 7 e 14 dias apds

esmagamento. Dentre as alteragGes: infiltracido de macréfagos e acumulagcdo de produtos da

Degeneracdo Walleriana.
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