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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar a regeneracdo do nervo ulnar de equinos,
submetidos a neurotomia, tubulizacdo com tubo de silicone e terapia celular com
fracdo de células mononucleares da medula éssea (FCM) ou células-tronco
mesenquimais do tecido adiposo (ADSC). Foram utilizados 15 equinos adultos
alocados em trés grupos, com cinco animais em cada: grupo controle (GC) com
utilizacao de soro fisiolégico; grupo com deposicdo de FCM; e grupo com deposicao
de ADSC. Foi realizado o mesmo procedimento cirirgico em todos 0S grupos,
utilizando-se os dois nervos de cada animal (direito e esquerdo), e estabelecido dois
momentos de biopsia: na 132 semana com biopsia ho membro direiro (GC1, FCM1 e
ADSC1) e na 26% semana com biopsia no membro esquerdo (GC2, FCM2 e
ADSC?2). A FCM e a ADSC foram obtidas respectivamente, da medula 6ssea e
tecido adiposo de cada aninal, ambos utilizados como implantes autdlogos. Apos 13
e 26 semanas, realizaram-se as biopsias de todos os grupos e imediatamente,
faziam-se imprints dos fragmentos para visualizagdo do marcador fluorescente
nanocristal. Os fragmentos foram fixados em formol tamponado a 10%, para andlise
histoldgica, com as coloragéoes de HE, luxol fast blue, tricromio de Masson e imuno-
histoquimica com os anticorpos neurofilamento (NF), S-100, FGF-2 e GDNF.
Microscopicamente avaliou-se a presenca de proliferacdo axonal, tecido conjuntivo,
infiltrado inflamatoério, células de Schwann, fatores de crescimento neurais, bainha
de mielina, e degeneracdo walleriana. Para a analise histolégica estabeleceram-se
escores qualitativos e para a imuno-histoquimica realizou-se analise quantitativa
com o programa Image J. Foi observada diminuicdo da degeneracdo walleriana,
melhor reorganizagéo fascicular, aumento do colageno novo, inicio de formacéo de
bainha de mielina, além de maior marcacdo do anticorpo NF nos grupos
experimentais em relagcdo ao GC. O grupo ADSC apresentou melhores resultados
em relagdo aos demais, enfatizando a eficiéncia das ADSCs em relacdo & FCM e ao
GC para a regeneracdo nervosa periférica. Porém, ha a necessidade de um tempo
maior para ocorrer completa regeneragao do tecido nervoso periférico apos lesao.

Palavras-chave: células mesenquimais, fracdo mononuclear, nervo periférico,
células-tronco adultas, terapia celular, tubulizacdo com silicone.
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ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the regeneration of equine ulnar nerves
submitted to neurotomy, silicone tubing and cell therapy with bone marrow
mononuclear cells fraction (MCF) or adipose derived mesenchymal stem cells
(ADSC). Fifteen adult horses were divided into three groups with five animals each:
control group (CG) with the use of saline solution, group with FCM deposition and
group with ADSC deposition. The same surgical procedure was performed in all
groups, using both nerves of each animal (right and left), establishing two moments
of biopsy: on the 13™ week on the right limb (CG1, MCF1 and ADSC1) and on the
26t" week on the left limb (CG2, MCF2 and ADSC2). The MCF and ADSC were
obtained respectively, from bone marrow and adipose tissue from each animal, both
used as an authologous implant. After 13 and 26 weeks, biopsies were performed in
all groups and immediately it was made some fragments slide imprints for viewing the
nanocrystal fluorescent label. The fragments were fixed in 10% buffered formalin for
histological analysis, with  HE, luxol fast blue, Masson's trichrome,
immunohistochemistry against the antibodies neurofilament (NF), S-100, FGF-2 and
GDNF. Microscopically it was observed the presence of axonal growth, connective
tissue, inflammatory infiltrate, Schwann cells, neural growth factors, myelin sheath
and wallerian degeneration. For histologic analysis, it was established qualitative
scores and for immunohistochemistry it was performed quantitative analysis with
Image J program. It was observed wallerian degeneration reduction, better fascicular
reorganization, new collagen increased, myelin sheath early formation, and NF
antibody stronger staining in the experimental groups compared to CG. The ADSC
group presented the best results than the other groups, showing ADSCs efficiency
compared to MCF and CG for peripheral nerve regeneration. However, it was proved
a longer time necessity to occur complete regeneration of peripheral nerve after
injury.

Keywords: adult stem cells, cell therapy, mesenchymal cells, mononuclear fraction,
peripheral nerve, silicone tubing.



CAPITULO 1- CONSIDERACOES INICIAIS

1 Introducéo

A tendéncia atual de pesquisar células-tronco (CT) vem, sobretudo, da
esperanca dessas células revolucionarem as formas de tratamentos convencionais
em enfermidades que cursam com morte celular, principalmente em larga escala.
Nesse contexto, alguns ensaios cientificos extremamente relevantes indicaram a
necessidade de mais estudos no campo da patologia comparada, como o0 sucesso
obtido na clonagem da ovelha Dolly em 1997 pelo Instituto Roslin de Edimburgo.
Posteriormente, THOMSON et al. (1998) conseguiram isolar, pela primeira vez,
células-tronco embrionarias humanas (CTEH), embora em 1981, 0 mesmo processo
ja havia sido realizado em camundongos, no qual identificaram-se as
potencialidades de diferenciacdo de tais células em todos os tipos de tecido. Em
seguida, iniciaram-se estudos sobre a plasticidade das células-tronco adultas (CTA),
modificando a crenca de que CT séo apenas linhagens restritas, o que possibilitou
outra inestimavel e promissora aplicabilidade terapéutica dessas células (RAFF,
2003).

As pesquisas com as CT constituem uma area bastante explorada nos
diversos segmentos da biotecnologia moderna, e estdo no centro da medicina
regenerativa. Este crescente interesse esta relacionado as possibilidades que essas
células oferecem em terapias celulares, e representam uma revolucdo nos
procedimentos de reparo e regeneracao tecidual. Destaca-se ainda seu potencial
terapéutico em diversas doencas para as quais ainda ndo ha tratamento eficaz
(KUMAR et al., 2005; SCHWINDT et al., 2005).

As descobertas no campo da medicina regenerativa levam a crer que,
além de originar as células sanguineas, as CTA apresentam potenciais e
plasticidade para se transformarem em varias outras linhagens celulares ou
simplesmente, aumentarem o potencial da regeneracao em diversos tipos de tecidos
(NARDI & MEIRELLES, 2006).

Desde a década de 1940, sabia-se que na medula 6ssea (MO) existiam
células indiferenciadas capazes de repor as células maduras do sangue. No entanto,
0 conceito de CT consagrou-se apenas em 1961, a partir dos estudos de Till &

McCulloch que demonstraram a reconstituicdo do sistema hematopoiético de



camundongos irradiados apds o transplante de MO de camundongos normais. Isto
confirmou a presenca de células na MO capazes de originar todos os tipos celulares
sanguineos (NARDI & AFONSO, 2006; COLOME, 2007). Devido a habilidade das
células progenitoras da MO em formar col6nias de varios tipos celulares sanguineos,
tais células foram primeiramente classificadas como unidades formadoras de
colonias (UFC) (SELL, 2004). Desta forma, as primeiras CT caracterizadas foram as
progenitoras das células sanguineas, atualmente denominadas células-tronco
hematopoiéticas (CTH) (ZAGO, 2006).

Devido a essa capacidade de reposicéo e proliferacao celular, atualmente
as CTA vém sendo amplamente investigadas como uma fonte alternativa de células
para a regeneracao do tecido nervoso, por serem capazes de se renovarem com
velocidade de crescimento alta e por possuirem propriedades pluri e multipotentes
de diferenciacdo (AQUINO et al., 2006; NIE et al.,, 2007; KEILHOFF & FANSA,
2011).

A habilidade do sistema nervoso periférico (SNP) de se regenerar e
reinervar locais denervados ja € conhecida ha mais de um século. No entanto, uma
completa recuperacdo funcional raramente € alcancada, mesmo com 0s
conhecimentos atuais sobre os mecanismos de regeneracao nervosa e técnicas de
microcirurgia. Os processos de regeneracao nervosa e reinervagado sao complexos e
envolvem multiplos fatores relacionados aos neurbnios, ao ambiente de crescimento
e ao tecido alvo danificado. Primeiro, o neurénio deve sobreviver a lesdo e poder
elaborar uma resposta metabdlica efetiva para iniciar a regeneracdo. Segundo, 0
ambiente de crescimento no coto distal ao local lesionado deve propiciar condi¢cdes
suficientes para que o0 processo regenerativo ocorra. E terceiro, o axdnio regenerado
deve ser capaz de reinervar o local alvo e este ter habilidade para restaurar esta
reinervacdo e voltar a executar suas fungdes anteriores (FU & GORDON, 1997;
MAKWANA & RAIVICH, 2005).

A regeneracdo axonal € um mecanismo extremamente complexo, e
atualmente, apresenta resultados clinicos pouco satisfatérios. Assim, frente aos
conceitos aplicavies das CTA, elas surgem como uma excelente promessa
terapéutica na regeneracao nervosa periférica, o que vem estimulando as intensas
pesquisas na area da medicina regenerativa, para avaliar seu verdadeiro potencial
para a terapia celular e sua aplicabilidade clinica (KEILHOFF & FANSA, 2011,
LADAK et al., 2011).



2 Caracterizacao do problema

2.1 Origem, fisiologia e classificacdo das células-tronco

A formacgdo de tecidos e 6rgdos funcionais durante o desenvolvimento
dos organismos multicelulares depende, em parte, dos padrbes especificos de
divisdo mitética da célula. Uma série destas divisbes celulares € denominada
linhagem celular, a qual traca a determinacao progressiva das células, e restringe o
seu potencial de desenvolvimento e sua diferenciagdo em tipos celulares
especializados. A linhagem celular comega com as CT, que, potencialmente, podem
originar novas CT e células especializadas, indefinidamente. Finalmente, a linhagem
celular culmina na formacéo de células diferenciadas, como as da pele, do cérebro,
do figado, entre outras. Geralmente, essa diferenciacdo é irreversivel e, resulta em
células altamente especializadas que, muitas vezes, ndo podem se dividir (LODISH
et al., 2005).

A denominacdo semantica original da expressao “células-tronco” é
derivada da imagem de um tronco de planta, que cresce de forma ascendente e,
continua a formar mais troncos, enquanto gera novos ramos e folhas (LODISH et al.,
2005). Essas células séo caracterizadas pela indiferenciacdo, por ndo apresentarem
funcao especifica nos tecidos e por serem capazes de proliferar, originar outras CT e
manterem-se no estado indiferenciado por longos periodos, tanto in vitro, quanto in
vivo. Esta ultima propriedade é denominada autorregeneracdo e permite que a
populacdo de CT seja mantida constante ao longo do tempo. Também apresentam
capacidade de diferenciar-se em células maduras, e originar unidades
especializadas com atividade funcional normal, semelhantes as do tecido original,
processo este denominado diferenciagdo (NARDI & ALFONSO, 2006; COLOME,
2007; GOMPERTS & STRIETER, 2007; BYDLOWSKI et al., 2009; NIH, 2009).

Muitas linhagens celulares contém células intermediarias, denominadas
células precursoras ou progenitoras (CPr), cujo potencial de diferenciacdo é mais
limitado que o das CT, das quais se originaram (LODISH, et al., 2005). Desta
maneira, € importante distinguir as CT dos muitos tipos de CPr, ja que as primeiras
se autorrenovam indefinidamente, enquanto as CPr possuem autorrenovacao e séo
potencialmente limitadas (SCHWINDT et al., 2005).



As CT exibem diferentes padroes de divisdo celular, denominadas
simétricas ou assimétricas. Simetricamente, produzem duas células filhas idénticas a
ela e que permanecem indiferenciadas, repondo o pool de CT. Alternativamente,
podem se dividir assimetricamente para gerar uma célula idéntica a ela e uma CT
derivativa ou restrita, especializada de acordo com o microambiente local, como por
exemplo, uma célula progenitora (Figura 1). Desse modo, a divisdo mitética das CT
preserva uma populacao de células indiferenciadas, enquanto estabiliza a producao
de um fluxo de células diferenciadas (SCHWINDT et al.,, 2005; ZAGO, 2006,
COLOME, 2007; GOMPERTS & STRIETER, 2007; NIH, 2009).

- Divisao Simétrica

FIGURA 1 - Representacao esquematica da propriedade de divisdo das
células-tronco, dando origem a células que permanecem
indiferenciadas ou células que se diferenciam e
amadurecem.

Fonte: Adaptado de ZAGO (2006).

Como a CT restrita possui capacidade mais limitada, esta se divide por
um periodo limitado e origina um menor niumero de tipos celulares na progénie, em
comparacdo a CT mée. As ceélulas filhas originadas por divisdo assimétrica se
diferenciam desde o inicio, cada uma herdando partes diferentes da célula mae.
Essas podem diferir em tamanho, forma e/ou composi¢cdo, ou seus genes podem
estar em diferentes estados de atividade ou em atividade potencial (LODISH et al.,
2005).



Apesar de alguns tipos de CPr poderem se dividir simetricamente, essas
o fazem por periodos limitados. Entretanto, ao contrario da CT, que ao se dividir
assimetricamente gera uma célula idéntica a ela e uma distinta, a CPr gera duas
células filhas distintas, nenhuma delas idéntica a CPr original (Figura 2) (LODISH et
al., 2005).

Célula-tronco

Célula-tronco

Célula especializada
Neuronio

Célula progenitora
mieloide
Célula especializada
Neutrofilo

Célula especializada
Hemacia

FIGURA 2 - Diferencas entre as divisdes de célula-tronco (CT) e
célula progenitora (CPr).
Fonte: Adaptado de NIH (2001).

De acordo com sua potencialidade de diferenciacdo, as CT podem ser
classificadas em totipotentes, pluripotentes, multipotentes, oligopotentes e
unipotentes (ZATZ, 2004; BYDLOWSKI et al., 2009; NIH, 2009). Assim que a célula
torna-se mais especializada, seu potencial de diferenciacéo torna-se limitado (SELL,
2004).

Sao denominadas de totipotentes as ceélulas capazes de gerar todos o0s
tipos celulares embrionarios e extraembrionarios, como o zigoto e o blastémero. A
origem das células totipotentes sédo célula-ovo, 6vulo fecundado ou célula obtida a
partir da transferéncia de nucleo somatico. Esse tipo celular encontra-se no apice da
hierarquia das CT, pois s@o as unicas células que conseguem se diferenciar em
todos os tipos de tecidos, inclusive placenta e anexos embrionarios (ZAGO, 2006;
COLOME, 2007).



As células pluripotentes podem se diferenciar em todos os tipos celulares
que formam um embrido e individuo adulto, com exce¢do das membranas
embrionarias, placenta e anexos embrionarios. Sao provenientes da massa interna
do blastocisto, sendo também denominadas de CT embrionarias (CTE) e sé&o
capazes de dar origem a mais de 250 tipos de tecidos do adulto. Numa fase mais
avancada do desenvolvimento fetal (entre quinta e décima semana), podem ser
retiradas células da regido da prega gonadal que originardo unidades pluripotentes,
geralmente denominadas células embrionarias germinais (SCHWINDT et al., 2005;
ZAGO, 2006; COLOME, 2007).

As CT multipotentes sdo células isoladas de véarios 6rgdos adultos,
autorrenovaveis e que podem se diferenciar em multiplos tipos celulares de 6rgaos
especificos. Normalmente, originam células de um subgrupo de linhagens celulares
do mesmo folheto embrionario, como as células-tronco mesenquimais (CTM),
células-tronco hematopoiéticas (CTH) e células-tronco neurais (ZATZ, 2004,
MEIRELLES et al., 2006; NARDI & MEIRELLES, 2006).

Existem, ainda, as células oligopotentes, capazes de gerar células mais
restritas a uma linhagem que as multipotentes, e também, as unipotentes, que
possuem nenhum ou limitado poder de renovacédo e originam apenas um Unico tipo
celular maduro. Ambas devem ser consideradas CPr e ndo propriamente CT
(SCHWINDT et al., 2005; COLOME, 2007). As CT oligopotentes ainda carecem de
pesquisas, mas é possivel inferir que sao encontradas no trato intestinal, enquanto
as unipotentes estéo presentes, por exemplo, no tecido cerebral adulto e na préstata
(ZATZ, 2004; ZAGO & COVAS 2004).

Quanto a natureza, as CT podem ser caracterizadas em embrionarias,
fetais e adultas (SANTOS et al., 2004; ZAGO & COVAS, 2004; ZATZ, 2004; KUMAR
et al., 2005; SCHWINDT et al., 2005; BYDLOWSKI et al., 2009; NIH, 2009), cuja
definicdo esta a seguir:

a) Embrionarias — s6 podem ser encontradas nos embrides e séo classificadas como
totipotentes ou pluripotentes, dado seu alto poder de diferenciagdo. Podem-se
utilizar os embrides congelados ou considerados inviaveis para implantacdo que sao
descartados nas clinicas de reproducao assistida ou podem ser produzidos pela da
clonagem para fins terapéuticos (clonagem terapéutica).

b) Fetais — estdo presentes em abundancia por todo o0 organismo em

desenvolvimento e possuem maior potencial de autorrenovacdo. Teoricamente,



podem ser isoladas de qualquer tecido, desde que a extra¢&o celular ocorra durante
a sua formacdo no periodo fetal. No entanto, ha importantes questbes éticas
envolvidas na extracdo dessas células em fetos humanos. As CT fetais, sendo mais
comprometidas a determinadas linhagens celulares, sdo consideradas multipotentes,
com exce¢do das encontradas recentemente no liquido amniético, que sao
pluripotentes.

c) Adultas — sdo extraidas dos diversos tecidos, como medula 6ssea, sangue, tecido
adiposo, figado, corddo umbilical e placenta, estas duas ultimas consideradas
células adultas devido a sua limitada capacidade de diferenciacdo. Também sao
encontradas no sistema nervoso, epitélio e outros tecidos. Entretanto, estudos
demonstram que a capacidade de diferenciacdo das células, nesses ultimos, é
limitada e a maioria dos tecidos ndo pode ser obtida a partir delas.

Desde a Ultima década, muitas pesquisas vém sendo direcionadas para o
isolamento e caracterizacdo fenotipica das CT, como as descobertas dos
marcadores celulares especificos e diferentes possibilidades de identicacao celular.
De forma geral, as CT expressam, em sua superficie, muitas moléculas associadas
a interagcbes ceélula-célula e célula-matriz, com as quais 0s mecanismos de
sinalizacao celular sdo de fundamental importancia no processo de diferenciacéao e
diviséo celular (SCHWINDT et al., 2005; NIH, 2009).

Neste contexto, inserem-se também as pesquisas de caracterizacdo de
CT em diversos tecidos; o reconhecimento de que estas células, principalmente da
MO, possuem importante grau de plasticidade; e a averiguacdo de que algumas
CTA em tecidos de humanos e de camundongos se assemelham a CTE (KUMAR et
al., 2005).

2.2 Células-tronco adultas

Em muitos tecidos de animais adultos, ha reservatérios de CT, chamadas
de CTA. Na espécie humana, a primeira a ser descrita e melhor identificada foi a
CTH. Enquanto as CTE sao totipotentes ou pluripotentes e podem gerar quase todos
os tipos celulares de um individuo adulto, as CTA possuem menor duragdo de
plasticidade e capacidade mais restrita de diferenciacdo, sendo assim multipotentes

e usualmente de linhagens especificas. Suas fun¢des primarias sdo de manutencao



da homeostase tecidual e de substituicdo de células mortas do proprio tecido, agindo
diferentemente em cada tecido em que se encontra (KUMAR et al.,, 2005;
MEIRELLES et al., 2006; NARDI & MEIRELLES, 2006).

Ao contrario das CTE, as CTA ndo sao capazes de manter suas
propriedades por longos periodos em cultura, mas também podem ser induzidas a
diferenciagcdo com a administracdo de fatores de crescimento apropriados ou outros
sinais externos (NIH, 2001; NIH, 2009). As popula¢cdes de CTA sdo encontradas em
pequenas quantidades nos tecidos. Exemplo disso ocorre na MO, onde
aproximadamente uma a cada 10.000 ou 15.000 células s&o consideradas CTH. Por
iIsso, atualmente muitas pesquisas vem sendo direcionadas para o desenvolvimento
de técnicas de cultura que propiciem o numero de células adequado para terapias
celulares com CTA (NIH, 2001; ARAUJO et al., 2005; KUMAR et al., 2005).

A possibilidade de utilizacdo das CTA recoloca a questdo da aplicacao
terapéutica das CT em embasamentos totalmente novos, pois deixam de existir
obstaculos importantes em relagdo as CTE. Por serem operacionalmente mais
simples, ndo apresentam os problemas ético-religiosos que bloqueiam a utilizacao
das CTE no homem, e de rejeicdo imunoldgica, ao se utilizar CT do préprio paciente
adulto na regeneracao de tecidos ou 6rgaos lesionados (SANTOS et al., 2004). Além
disso, sdo células embriologicamente mais evoluidas e, por isso, possuem um
caminho menor até a diferenciacdo, o que diminui o risco de desvios ontogénicos e
de outros efeitos colaterais (ARAUJO et al., 2005).

Uma grande variedade de CT e CPr vem sendo descrita como “pools de
CT 6rgéao-especificos” localizados em diversos tecidos, também descritos como CT
teciduais ou nichos celulares, porém se conhece muito menos sobre sua origem e
manutencgao in vivo. Diferentemente das CTE, que tem sua origem definidamente
conhecida da massa interna do blastocisto, as CTA ndo possuem esta
caracterizacao bem definida (KUMAR et al., 2005; NARDI & MEIRELLES, 2006).

Segundo o NIH (2001), as CTA se adaptam de alguma forma durante o
desenvolvimento fetal e ndo evoluem para a diferenciagéo. Definicdes sobre CTA
variam na literatura cientifica e a maioria das informacdes é de estudos realizados
em camundongos.

Desde a década de 60, sabe-se que organismos adultos tém a
capacidade de autorregenerar alguns tecidos como a pele, o epitélio intestinal e

principalmente o sangue, que tem suas células constantemente destruidas e



renovadas, num processo extremamente complexo de proliferacdo e diferenciacao
celular (SANTOS et al.,, 2004). Este conceito de que varios tecidos e 6rgaos do
organismo tém um estoque de CTA com uma capacidade limitada de regeneracao
tecidual apds injuria e diferem de acordo com o tecido, é também recente. A
listagem de tecidos adultos que contém CTA esta aumentando, o que inclui a MO,
sangue periférico, corddo umbilical, cérebro, coluna espinhal, polpa dentaria, vasos
sanguineos, musculo esquelético, epitélio da pele e sistema digestivo, coérnea,
retina, figado e pancreas (SANTOS et al., 2004; MEIRELLES et al., 2006; NARDI &
MEIRELLES, 2006)

Uma das fontes mais abundantes e utilizadas para extracdo de CTA € a
MO, amplamente estudada devido ao uso clinico em transplantes em humanos e,
recentemente, na medicina veterindria em diversas enfermidades. Nesse tecido,
encontram-se principalmente dois tipos de CTA: as CTH e as mesenquimais (CTM)
(SCHWINDT et al., 2005; CARSTANJEN et al., 2006; NAKAGE & SANTANA, 2006).

O conceito de que a MO possui duas principais populacdes de CT néo é
recente. O estroma medular é composto pelas células do estroma ou células
estromais e pelas CTM, e esta diretamente relacionado a manutencdo de um
microambiente, no qual as CTH se mantém e a progénie diferenciada recebe os
sinais necessarios para a hematopoiese e maturacdo celular (ARAUJO et al., 2005;
VATS et al., 2005; GIORDANO et al., 2007).

As CTH foram reconhecidas como CT ha mais de 40 anos e sao
responsaveis pela formacdo de toda a linhagem de células sanguineas. As CTM
obtiveram o0 mesmo conceito pouco tempo depois e sdo classificadas como um
grupo celular capaz de originar diversos tipos de tecido como o0sso, cartilagem,
gordura, entre outros (NIH, 2009).

Estudos revelaram que a populacdo de CPr que se diferencia em células
endoteliais dos vasos sanguineos sao isoladas na circulagdo periférica e
identificadas como originarias da MO. Estas células se assemelham aos
angioblastos formadores dos vasos sanguineos durante o periodo embrionario.
Porém, ainda € impreciso afirmar se esta populacdo de CPr endoteliais realmente
representa um pool celular de CTA da MO. Desta forma, a MO parece conter trés
populacdes de CT: as CTH, CTM (Figura 3) e possivelmente as CPr endoteliais
(NIH, 2001; ARAUJO et al., 2005).



10

Células NK
Osso LT
CPLi

Neutrofilo Baséfilo

Eosindfilo
CTH LB

Mn/ Mc
CTMu CPMi

Plaquetas
Hemadcias

Osso ou cartilagem  cgjula estromal

/

Osteoblasto | o Adipdcito medular
Osteocito CTH

CT™M

FIGURA 3 - Diferenciacdo de células-tronco hematopoiéticas e mesenquimais na medula
Ossea. Célula troco hematopoiética (CTH); Célula troco mesenquimal (CTM);
Célula troco multipotente (CTMu); Célula progenitora mieldide (CPrMi); Célula
progenitora linféide (CPrLi); Linfocitos T (LT); Linfécitos B (LB); Mondcito (Mn);

Macréfago (Mc).
Fonte: Adaptado de NIH (2001).

De maneira semelhante, ha evidéncias de que a MO ndo contém apenas
CTH pluri ou multipotencial capaz de originar a células sanguineas, mas também
uma populacéo celular capaz de migrar para outros 6rgaos e regenerar diferentes
tecidos ndo-hematopoiéticos (BIANCO et al., 2001; GIORDANO et al., 2007). Assim,
o conteudo proveniente da MO contém CT primitivas toti e multipotentes que, apés o
transplante para outro individuo, podem originar células com potencialidades de se
diferenciarem em varios tipos celulares, conforme a necessidade do tecido, como
condradcitos, adipocitos, ostedcitos (KOERNER et al., 2006), miocitos (FERRARI et
al., 1998), hepatocitos (DAI et al., 2009), células beta das ilhotas pancreaticas
(HOLLAND & STANLEY, 2008; LI et al., 2009), cardiomiécitos (LERI et al., 2006;
UEMURA et al., 2006) e células pulmonares (GOMPERTS & STRIETER, 2007).

Embora essas células derivadas da MO tenham marcacgéo para CTH, néo
descarta-se a possibilidade de que estas células multipotentes sejam de origem
mesenquimal. Transplantes seriados indicam que uma unica célula de MO pode

gerar varios tipos diferentes de tecidos, o que sugere gue um precursor comum deva
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existir, nAo somente para as linhagens mesenquimal e hematopoiética, mas também
para os tipos celulares derivados da camada germinativa. Esta suposicdo sobre
totipoténcia das células da MO tem reavivado o interesse nas CTA nos ultimos anos.
Entdo, € possivel que a aplicacdo terapéutica dessa populacdo celular seja tao
promissora quanto da CTE (NARDI & MEIRELLES, 2006; GIORDANO et al., 2007).

2.2.1 Células-tronco mesenquimais

O termo CTM se refere a células com potencial de produzir uma grande
variedade de tipos celulares de origem mesenquimal, como fibroblastos, midécitos,
ostedcitos, tendcitos, adipdocitos e outros, e classificadas como multipotentes (DENIS
& CAPLAN, 2004; MEIRELLES et al., 2006; MIAO et al., 2006). As CTM sé&o
facilmente isoladas, cultivadas e manipuladas in vitro, porém suas caracteristicas
ainda ndo estdo totalmente definidas. Apresentam-se como uma populacdo
homogénea de células aderentes ao plastico que expressam proteinas especificas
em sua superficie como, CD29, CD44, CD71, CD90 e CD105. De todas as formas
de CTA estudadas até o presente, as CTM sao as que podem ser derivadas de
varias localidades e, ao mesmo tempo, tém a mais ampla capacidade de
diferenciacéo e grande plasticidade o que ressalta sua importancia na terapia celular
(ZUK et al., 2002; ZAGO & COVAS, 2004; MEIRELLES et al., 2006; NARDI &
MEIRELLES, 2006; BROOKE et al., 2007).

Essas ccélulas podem ser encontradas no musculo, pele, tecido adiposo,
figado, MO, sangue periférico, corddo umbilical, entre outros tecidos (DENIS &
CAPLAN, 2004; SCHWINDT et al., 2005; BROOKE et al., 2007). A MO possui uma
guantidade relativamente pequena de CTM, o que compreende aproximadamente
0,001% a 0,01% do total de células, e este numero diminui com o avangar da idade.
Esse tipo celular também esta presente na circulagdo sanguinea de fetos, porém
amostras fetais podem ser mais dificeis de manipular e apresentam-se em menores
quantidades que no cordao umbilical (MIAO et al., 2006).

As CTM podem se diferenciar em inimeras linhagens celulares, como
0ssea, cartilaginosa, adiposa, muscular, hepatica, edotelial, epitelial e neurogénica
(FERRARI, et al., 1998; MCINTOSH et al., 2006; MEIRELLES et al., 2006; HU et
al., 2007; NIE et al., 2007; NIXON et al., 2008; DAI et al., 2009). Devido a isso,
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possuem aplicacdo terapéutica potencial para reparacao de danos teciduais; porém,
muitas vezes é necessdria a expansdo em cultura para obter um namero celular
adequado para a aplicacéo clinica. Apesar do grande interesse pelas CTM, ainda
ndo existem protocolos totalmente definidos de isolamento, marcacao,
caracterizacdo e identificacao destas células (OLSSON, 2009).

Nos ultimos anos, o tecido adiposo tem sido utilizado como uma fonte de
CTM, que recebem a nomenclatura de CT derivadas do tecido adiposo (ADSC, do
inglés, adipose-derived stem cells) e possuem fendtipo e expressdo génica
semelhante as CTM da MO, e da mesma maneira, podem ser cultivadas in vitro
(ZUK et al., 2002; PUISSANT et al., 2005; RODRIGUEZ et al., 2005; OGAWA, 2006;
PEREIRA et al.,, 2008; PERONI et al.,, 2008). As ADSC possuem vantagens em
relacdo aos demais tipos de CTM quanto a maior facilidade de coleta e a maior
quantidade de CT disponivel, e constituem cerca de 2% do total celular lipoaspirado
(KINGHAM et al., 2007). As ADSC também possuem capacidade de diferenciacao
em diversos tecido, tornando-a uma excelente opcao de utilizacdo de CTM (ZUK et
al., 2001; ZUK et al., 2002; KINGHAM et al., 2007; NIXON et al., 2008; PERONI et
al., 2008).

2.2.2 Células-tronco hematopoiéticas

A CTH foi a primeira CT a ser caracterizada, isolada e utilizada
terapeuticamente (RAFF, 2003; KUMAR et al., 2005; NARDI & MEIRELLES, 2006).
E definida como uma célula de origem mesenquimal, multipotente, com grande
capacidade de autorrenovacdo e potencial proliferativo, o que possibilita a sua
diferenciacdo em células progenitoras de todas as linhagens sanguineas e a
reconstituicdo da populacdo hematopoiética a partir de uma unica célula (GROTTO
& NORONHA, 2003). As CTH apresentam os marcadores hematopoiéticos tipicos
em sua superficie, como os CD11b, CD14, CD43, CD45 e CD133 (ZUK et al., 2002;
MEIRELLES et al., 2006;NAKAGE & SANTANA, 2006).

O sangue € um tecido continuamente renovado a partir das CT que estéo
localizadas na MO dos animais adultos. Os varios tipos de células sanguineas
derivam de um Unico tipo de CTH multipotente, que dé origem a CPr mielbides e CPr

linféides, com potencial mais restrito de diferenciacéo. A frequéncia das CTH na MO
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é cerca de 1 a cada 10 células, o que constitui aproximadamente 0,05% a 0,1% da
MO, e o restante composto por células estromais, CTM, CPr e células sanguineas
(NIH, 2001; RATHJEN & RATHJEN, 2004; LODISH et al., 2005).

2.2.3 Plasticidade das células-tronco adultas

Quando a CTA nao diferenciada se transforma em uma célula do tecido
onde habita, diz-se que houve uma diferenciacdo. Entretanto, a CTA igualmente
tem a capacidade de se transformar em uma célula de outro tecido, mudando seu
fenétipo e assumindo as caracteristicas desta nova linhagem celular, até mesmo
originaria de outro folheto embrionéario. Alguns estudos demonstram que as CTH e
CTM, ambas derivadas do folheto mesodérmico, sdo capazes de originar células
musculares mesodérmicas e células neurais ectodérmicas (NIH, 2001; ARAUJO et
al., 2005; KUMAR et al., 2005; MEIRELLES et al., 2006). No mecanismo da
diferenciagao celular ocorre diretamente a conversao de uma linhagem em outra,
pela ativacdo de um conjunto de genes que altera a especificidade celular (RAFF,
2003; SCHWINDT et al.,, 2005). Pode-se, entdo, definir plasticidade como a
multiplicidade de opc¢des de diferenciacdo das CTA em diferentes tecidos (Figura 4)
(NIH, 2001; ARAUJO et al., 2005; KUMAR et al., 2005; MEIRELLES et al., 2006).

O primeiro relato desta propriedade de plasticidade das CTA foi feito por
FERRARI et al. (1998), que demonstraram a regeneracdo do musculo esquelético
de camundongos por células derivadas da MO transplantadas e marcadas
geneticamente, essas capazes de diferenciarem-se em miécitos no ambiente
muscular. Além da diferenciacao, péde-se comprovar a migracao das células da MO
para a area lesionada, o que, sob condicbes anormais, demonstra que as CTA
medulares podem migrar para a regides lesionadas do organismo (SANTOS et al.,
2004). O conceito de plasticidade das CTA é de extremo valor, pois abre novas
fronteiras para a utilizacdo de ferramentas terapéuticas, que visam a engenharia de
reconstrucao e reparacao de diversos tipos de tecidos (GROTTO & NORONHA,
2003).
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figado
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FIGURA 4- Representacdo de diferentes possibilidades de
diferenciagcdo das células-tronco adultas (CTA),
com plasticidade celular. CT-SNC: célula-
tronco do sistema nervoso central; CTM:
célula-tronco mesenquimal; MO: medula 6ssea.

Fonte: Adaptado de NIH (2001).

2.3 Alguns componentes estruturais e moleculares do nervo periférico

Um nervo periférico, estruturalmente, € composto por axénios, células de
Schwann (CSc), células satélites de sustentacdo, fibroblastos fusiformes que
produzem tecido fibrocolagenoso, componentes da matriz extracelular (MEC), vasos
sanguineos e o tecido de sustentacdo, subdividido em endoneuro, perineuro e
epineuro. Dentre as estruturas da MEC estdo o colageno, a fibronectina e a
laminina, que desempenham papel fundamental no processo de formacgao e
regeneracao nervosa. Em um nervo periférico coexistem os axonios mielinicos e
amielinicos, ambos sustentados pelas CSc, em que cada uma dessas células possui
uma lamina externa bem definida que a separa do endoneuro (ORTIZ-HIDALGO &
WELLER, 1997; STEVENS & LOWE, 2001; COLOME, 2007).
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Apesar dos aspectos moleculares, morfologicos e funcionais especificos
de qualquer tipo de célula nervosa, a estrutura basica dos neurbnios assemelha-se a
de qualquer outro tipo celular (PURVES et al., 2005). Muitos neurdnios sdo envoltos
pela bainha de mielina, uma cobertura isolante composta por lipideos e proteinas,
produzida pelos oligodendrécitos no sistema nervoso central (SNC) e pelas CSc no
SNP. A mielina de cada um desses axdnios é formada a partir da membrana
plasmatica da CSc que se enrola multiplas vezes ao redor do axénio (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1999; SCHMIDT & LEACH, 2003; BEAR et al., 2008; NOLTE, 2008).

O citoplasma neuronal é composto por proteinas organizadas na forma de
fibrilas, constituindo o citoesqueleto, que possui trés estruturas filamentosas
principais: 0os microtubulos, os filamentos intermediarios ou neurofilamentos e os
microfilamentos (DENT & GERTLER, 2003; ROBERTIS & HIB, 2004; KARP, 2005;
LENT, 2005b).

Os neurofilamentos (NF) sdo os principais elementos estruturais dos
neurénios, que formam uma rede tridimensional que converte o axoplasma em um
gel extremamente resistente e estruturado. Possuem aproximadamente 10 nm de
diametro e sdo constituidos por muitas unidades fibrilares mais finas e trancados
entre si. Ao contrario dos microtubulos e dos microfilamentos, estes ndo sao
polarizados e néo estédo envolvidos nas funcdes de transporte de substancias, tendo
papel principal de sustentacdo estrutural (ROBERTIS & HIB, 2004; BEAR et al.,
2008; NOLTE, 2008).

Os NF sao compostos por trés grupos disitintos de proteinas: NF-L, NF-H
e NF-M. Esses dois ultimos polipeptideos possuem prolongamentos que se projetam
para a superficie, que mantém as propriedades de espagcamento entre 0s
neurofilamentos paralelos do axénio. Em estagios iniciais de diferenciacao, quando o
ax6nio em crescimento se direciona para a célula-alvo, este contém poucos NF, mas
um grande numero de microtubulos. Logo que as células nervosas atingem com
sucesso a regiao-alvo, sdo preenchidas com NF que proporcionam sustentacéo,
assim como aumento acentuado no diametro do axénio (KARP, 2005).

A CSc é considerada a célula da glia do SNP e, durante sua diferenciacéo
em ceélulas mielinizantes, as CSc ativam uma série de genes especificos que
codificam proteinas, as quais iniciardo o processo de formacdo da mielina. Estas séo
assim divididas em grupos “maior”’ e “ menor”, de acordo com a abundancia de sua

expressao. Dentre as proteinas do grupo “maior” estdo a glicoproteina zero (Po) € a
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proteina basica de mielina (MBP) e no grupo “menor” constituem a proteina basica
P2, e a glicoproteina associada a mielina (GAM). As proteinas Py e P2 séo
especificas das CSc e as proteinas MBP e GAM sao encontradas em CSc e em
oligodendrocitos. A Py € o componente estrutural mais abundante da mielina no
SNP, constitui mais de 50% da porgcao externa da bainha de mielina e sdo restritas
as CSc mielinizantes. A MBP ndo € uma proteina integral da membrana, e
contempla cerca de 5% a 15% da mielina do SNP e 30% no SNC; porém é mais
facilmente analisada. J4 a GAM esta presente apenas nas regiées ndo compactadas
da bainha de mielina e sua expressdo é detectada nos primeiros estagios da
mielinizacdo (YIN et al.,, 2001; MARQUES, 2005). A S-100 €& uma proteina
citoplasmatica presente de forma abundante nas CSc, principalmente nas que se
encontram em alguma fase de migracdo celular. Devido a essa facilidade de
marcacao, € uma proteina extremamente utilizada para a indentificacdo das CSc
(TORIGOE et al., 1996).

A relacdo entre CSc e 0 axdnio ocorre em quatro situacdes: a primeira
envolve mecanismos de adesao celular; a segunda com a regulacéo da proliferacao
da CSc pelo neurdnio; a terceira pela influéncia dos neurénios na producédo da MEC
pela CSc; e a ultima com o papel do neurénio em iniciar a mielinizacdo das CSc e
manter a bainha de mielina (IDE, 1996).

A deposicao de lamina basal e a proliferacdo das CSc também estdo sob
o controle do axbnio, e parece ser dependente de contato fisico entre os dois
componentes. A sua divisdo ocorre lentamente na auséncia do axdnio, enquanto se
torna extremamente mais rapida na sua presenca. Muitas dessas caracteristicas
fenotipicas das CSc, reguladas pelo axdénio, sdo reproduzidas por agentes que
elevam os niveis intracelulares do monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), este,
um potente estimulador da divisdo celular e indutor parcial da expresséo do gene de
mielina maior. Acredita-se que o AMPc estimule a expresséo, pela Csc, dos genes
gue codificam os receptores para alguns fatores de crescimento, como fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF, do inglés, platelet derived growth factor),
fator de crescimento de fibroblastos (FGF, do inglés, fibroblast growth factor) e fator
de crescimento neural (NGF, do inglés, nerve growth factor), este dltimo um
marcador de fase pré-mielinizante da CSc. Sabe-se ainda, que a CSc mielinizante

depende fundamentalmente do axbénio para se diferenciar e necessita, entdo, do



17

contato direto para ocorrer a aquisicdo e manutencao do fenotipo mielinizante (IDE,
1996; MARQUES, 2005).

2.4 Lesdes nervosas periféricas

Existem varios tipos de lesdes atribuidas aos nervos, o que, numa leséo
traumatica esses sdo frequentemente comprimidos, distendidos e algumas vezes
rompidos. Quando o nervo encontra-se exposto, pode estar seccionado, lacerado ou
comprimido. Em quaisquer dos exemplos citados, a lesdo do nervo provoca
alteracdes organicas ou funcionais no musculo e na pele que é inervada. (ROSA
FILHO, 2004). Diante disso, Sedon em 1943 definiu trés tipos de alteracdes
patolégicas em lesBes trauméticas de nervo: neuropraxia, axonotmese e
neurotmese. Esta classificacdo é baseada no grau de ruptura das estruturas internas
do nervo, que esta relacionada com o prognéstico de recuperacdo (DOURADO et
al., 2003).

A forma mais branda de lesdo nervosa € a neuropraxia, caracterizada por
desmielinizacdo segmentar das fibras nervosas de grande calibre, sem interrupgéao
axonal, levando ao comprometimento da conduc&o nervosa por tais fibras. Na
neuropraxia existe apenas um bloqueio capaz de causar paralisia, porém ndo ha
degeneracdo. Terminado o bloqueio, observam-se regeneracdo completa dos
axonios, de sete a 21 dias, sem sequela. J& na axonotmese, h4& comprometimento
parcial dos ax6nios na bainha de mielina, porém o epineuro permanece continuo e,
dessa maneira, podera ou ndo haver regeneracdo da fibra nervosa. Na neurotmese
pode ocorrer a interrup¢cdo completa do nervo, sem possibilidade de regeneracéo, o
gue somente a cirurgia e a aproximacdo das extremidades poderédo favorecer a
regeneracdo dos axobnios seccionados (RIBEIRO & CASSOL, 1999; BURNETT,
2004; PORTEY & ROY, 2004).

Apds lesdo em um axbnio no SNP, o segmento axonal situado
distalmente ao ponto de transeccdo ndo recebe mais suprimento a partir do corpo
celular do neurénio e ocorre entrada de grande quantidade fons célcio (Ca*?) na
fibra, interrompendo a transmissao sinaptica. Neste segmento, o axénio e a bainha
de mielina degeneram-se e as CSc permanecem viaveis, mas sofrem diferenciacéo.

Os axbnios e a bainha de mielina fragmentam-se em pedacos menores, Ss&o
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fagocitados e removidos por macréfagos e pelas proprias CSc e, a expressao de
genes para a mielina € dramaticamente diminuida. Essa sequéncia de eventos é
referida como degeneracdo Walleriana (BURNETT, 2004; LENT, 2005a; NOLTE,
2008; STOPIGLIA & PEDRO, 2009). No coto proximal da fibra nervosa, o axdénio
sofre degeneracdo semelhante até o proximo ndédulo de Ranvier, em direcao
retrograda (STOPIGLIA & PEDRO, 2009).

Nesta etapa, as CSc passam a expressar genes tipicos da fase preé-
mielinizante, os quais codificam canais de sédio voltagem sensitivos, a molécula de
adesao de células neurais (N-CAM, do inglés, neural cell adhesion molecules) e
receptores para o NGF. Em nervos seccionados, as CSc continuam a expressar
esses genes, até que sejam novamente contatadas pelos axdnios em regeneracao.
As moléculas, N-CAM, molécula de adesdo neuronal (L1-CAM, do inglés, neuronal
cell adhesion molecule) e a GAM estéo reduzidas durante a degeneracao walleriana,
sugerindo a contribuicdo na interacdo entre membranas ou entre as células e a
MEC, que auxiliam na regeneracdo axonal (FU & GORDON, 1997; BOYD &
GORDON, 2003; MARQUES, 2005).

Quanto mais distal do corpo celular a lesdo ocorrer, melhor serd, e isso
depende do tipo e da extensdo da lesdo, bem como da vitalidade dos tecidos
circundantes ao nervo periférico (COLOME, 2007). Se houver lesdo préoxima ao
corpo do neurbnio podera ocorrer morte por apoptose do corpo celular. Entretanto,
havendo restabelecimento deste, a fibra nervosa podera apresentar regeneragao
(MULLER & STOLL, 1999; BELKAS et al., 2004; STOPIGLIA & PEDRO, 2009).

Nesse processo de regeneracdo da fibra nervosa periférica as CSc
apresentam papel fundamental. Com a extruséo inicial da bainha de mielina no coto
distal, essas células sdo estimuladas, principalmente pelo fator de crescimento da
glia ou neuregulina-2 (GGF-2, do inglés, neuregulin glial growth factor 2) a
proliferarem e dividirem-se, alinhando-se dentro do tubo da lamina basal para formar
uma coluna chamada de banda de Bungner. Dispostas em colunas, as CSc
propiciam um tropismo mecanico, guiando os axdnios em regeneracdo aos seus
alvos (GRIFFIN &HOFFMAN, 1993; MARCHIONNI et al., 1993; TORIGOE et al.,
1996; MULLER & STOLL, 1999; TERENGHI, 1999; DAHLIN & BRANDT, 2004).

Antecedendo ao encontro do axdnio com seu alvo, ho segmento proximal
do axbnio, muitos brotamentos (neuritos) emergem, formando o cone de

crescimento, acompanhado de filopodios. Esses sao orientados pelo contato com as


http://en.wikipedia.org/wiki/Cell_adhesion_molecule

19

glicoproteinas da MEC das CSc, entre elas a laminina, o colageno, a fibronectina e
proteoglicano de heparam sulfato (HSPG), além das moléculas de adesdo, como N-
CAM, L1-CAM, molécula de adesao neural dependente de célcio (N-caderina, do
inglés, neural cell calcium-dependent adhesion molecule) e molécula de adeséo
epitelial dependente de calcio (E-caderina, do inglés, epithelial cell calcium-
dependent adhesion molecule) (IDE, 1996; TERENGHI, 1999; DAHLIN & BRANDT,
2004; STOPIGLIA & PEDRO, 2009). Neste processo, 0os macrofagos presentes no
nervo iniciam a fagocitose dos elementos em degeneracdo, também sintetizam e
liberam interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6), as quais atuam como agentes quimiotéticos
para as CSc (COLOME, 2007).

Em adicdo, para que ocorra o crescimento do cone, faz-se necessaria a
presenca de substancias que auxiliem na sobrevivéncia, extensao e maturacdo do
axonio. Essas substancias sédo os fatores de crescimento, ou também chamados de
fatores troficos. Em nervos normais intactos, esses fatores sdo produzidos nos
orgaos alvos e conduzidos ao corpo celular do neurénio por transporte retrogrado.
Se ocorrer interrup¢cdo da comunicacao entre o axénio e o corpo celular por alguma
lesdo, as CSc produzem esses fatores com funcdo de proteger os neurdnios e
estimular a regeneracao, incluindo neurotrofinas como NGF, fator neurotréfico
derivado da glia (GDNF, do inglés, glial cell line-derived neurotrophic factor), FGF,
fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF, do inglés, brain-derived neurotrophic
factor), neurotrofinas 3, 4/5, 6 e 7 (NT-3, NT-4/5, NT-6 e NT-7), fator neurotréfico
ciliar (CNTF, do inglés, ciliary neurotrophic factor), fator inibitério de leucina (LIF, do
inglés, leukemia inhibitory factor) e IL-6 (DODD & JESSELL, 1988; ACHESON et
al.,1991; DISTEFANO et al.,1992; LEWIN et al.,1997; LEE & WOLF, 2000; BLOCH
et al., 2001; SOFRONIEW et al., 2001).

Desta forma, os cones de crescimento, orientados por seus neuritos,
crescem em direcdo distal, até atingirem o local da lesdo, conectando-se com o
segmento distal do nervo, que apresenta seus tubos endoneurais prontos para
receber o axénio em regeneracdo. Quando ocorre 0 contato entre o axbnio e as
CSc, recapitula-se a diferenciacdo dessas células, tal como ocorre durante o seu
desenvolvimento normal: extingue-se a expressao dos genes de receptores de NGF
e da N-CAM e os genes para a mielina sao ativados, estimulando a remielinizacao
dos axdnios ja regenerados. A partir deste processo, a transmissao eletroquimica
entre o corpo celular e o 6rgéo alvo é refeita (FAWCETT & KEYNES, 1990; IDE,
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1996; MARQUES, 2005). Além disso, o corpo do neurdnio cromatdlico recupera sua
aparéncia original (KANDEL et al.,, 2003).

regeneracao nervosa esta esquematizado na figura 5.

Resumidamente, o processo de
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FIGURA 5 - Representacdo esquematica do processo de degeneragéo e regeneracao
nervosa periférica. A: Lesdo no nervo periférico normal; B: processo de
degeneracao retrograda e walleriana; C: formacdo dos cones de
crescimento axonais e Bandas de Bungner; D: encontro dos ax6nios ao

GDNF: fator

alvo distal e inicio de formagé&o da bainha de mielina.

neurotréfico derivado da glia; LIF: fator inibitério de leucina; CTNF: fator
neurotrdfico ciliar; MAG: glicoproteina associana a mielina; MBP: proteina
basica da mielina; PO: proteina zero; NT: neurotrofinas; BDNF: fator
neurotroéfico derivado do encéfalo; NGF: fator de crescimento do nervo.

Fonte: Adaptado de STANG et al. (2009).

Um dos fatores mais importantes no desenvolvimento neuronal, é que

essas células dependem de uma quantidade minima de fator trofico para

sobreviverem e, subsequentemente, para a persisténcia de conexfes-alvo. Portanto,

a morte neuronal também pode ser causada pela privacao dos fatores neurotroficos,

que sdo proteinas expressadas e produzidas nas proximidades neuronais, pelos

tecidos alvo, pelas células gliais, pelos fibroblastos e por macréfagos. A CSc é a

principal fonte dos fatores neurotréficos na

regeneracao axonal

e estd
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particularmente envolvida no processo de degeneracéo walleriana onde produz uma
grande variedade destes fatores (IDE, 1996; FU & GORDON, 1997; BOYD &
GORDON, 2003). Os fatores neurotroficos sdo sempre sistetizados nos tecidos alvo
e levados ao corpo celular dos neurbnios via transporte retrogrado, onde sera
efetivada a funcdo de sobrevivéncia celular (TERENGHI, 1999). Além das
neurotrofinas, ha outros fatores tréficos importantes como fator FGF, GDNF, CNTF,
LIF e GGF-2 (ECKENSTEIN et al., 1991; MARCHIONNI et al., 1993; KOPP et al.,
1997; TERENGHI, 1999; GORDON, 2010; MADDURI & GANDER, 2012).

O FGF é produzido na maioria das células do corpo e atua principalmente
pelo receptor de FGF (FGFr, do inglés, fibroblast growth factor receptor) sobre a
membrana celular. O HSPG se liga ao FGF, o que é necessario para ocorrer a
interacdo e sinalizacdo do FGF com FGFr (KANG et al., 2012). Segundo JENNY et
al. (2009), o FGF parece desempenhar um papel chave na manutencdo da
autorrenovacao das CT e progenitores neurais in vitro e manutencéo de populacoes
imaturas proliferativas em nichos neurogénicos in vivo. Em um estudo anterior,
esses autores desenvolveram um novo sistema para superexpressar FGF-2 em
células progenitoras neurais transplantadas, e mostraram que esta manipulacdo
melhora significativamente a capacidade dessas células para gerar um pool de
progenitores e neurbnios imaturos. Assim, além de ajudar na sobrevivéncia
neuronal, o FGF também estimula a mitogénese das CSc (ECKENSTEIN et al.,
1991).

Um dos fatores neurotréficos muito importantes expressos pela CSc é o
GDNF, um fator especifico dessas células, que auxilia na sobrevivéncia neuronal,
além da mielinizacdo de axdnios motores e sensitivos. Embora as CSc néo
expressem os receptores especificos de alta afinidade para o fatores neurotroéficos,
como ocorre nos neurbnios axotomizados, elas expressam o receptor p75, que €
comum para os fatores neurotroficos, aléem da ligagdo com o receptor Ret tirosina
quinase (GOULD & ENOMOTO, 2009; GORNDON, 2010).

Acredita-se que este fator reduz naturalmente a morte neuronal em lesdes
axonais motoras e sensoriais. O GDNF foi caracterizado como 75 vezes mais
potente que outras neurotrofinas no apoio a sobrevivéncia de motoneurdnios
embrionéarios de ratos purificados em cultivo. In vivo, o GDNF previne a atrofia e
auxilia o retorno normal de neurdnios motores que tenham sido privados dos fatores

troficos de sobrevivéncia, por axotomia (JONHNSON et al., 2008).
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Apesar de, tanto a secre¢do, como a presenca dos fatores tréficos serem
essenciais no processo regenerativo nervoso, a interacao entre a membrana da CSc
e 0 cone de crescimento € mediado pelas CAM. Isso sugere que o NGF e os outros
fatores secretados pelas CSc potencializam a regeneracdo axonal por fazer uma
hiperegulacéo da expressédo das CAM (TERENGHI, 1999).

2.5 Terapia celular e sua aplicacao experimental e terapéutica

Nos ultimos anos, a medicina regenerativa vem evoluindo, e com isso,
emergindo perspectivas inovadoras, principalmente para o tratamento de doencas
cronico-degenerativas. Essa terapia consiste na utilizacdo de células, biomateriais e
fatores de proliferacdo e diferenciacdo celulares que auxiliam o organismo na
repararacdo de tecidos lesionados (SANTOS et al.,, 2004; NIH, 2009). Segundo
ZAGO & COVAS (2004), a grande maioria das pesquisas conduzidas com CT
focaliza aspectos béasicos da fisiologia celular e sua capacidade de diferenciacdo em
tecidos diversos, e uma parcela menor focaliza a sua aplicacao clinica em modelos
animais.

Segundo BYDLOWSKI et al. (2009a), na neurologia, as propostas para
utilizacdo de CT sao varias, como o reparo de danos na medula espinal, por meio da
reposicdo das células neurais e da diferenciacdo em neurdnios motores com
possibilidade de reverter quadros de paralisia. De forma similar, atuaria no acidente
vascular cerebral, que, dependendo do tipo de lesédo, também pode levar a uma
paralisia incapacitante. Outras possibilidades sdo a utilizacdo na regeneracédo de
nervos periféricos (CORONEL et al., 2006; KEILHOFF et al., 2006; HU et al., 2007;
NIE et al.; 2007), esclerose lateral amiotréfica e doenca de Alzheimer (GIORDANO
et al., 2007; BYDLOWSKI et al., 2009a).

A forma mais comum de tratamento com CT, realizada desde 1959, € o
transplante de CTH da MO, de sangue de corddo umbilical (SCU) ou de sangue
periférico, que é largamente empregada para tratar leucemias, linfomas, algumas
doencas hereditarias e faléncia de MO, como anemia aplastica e doencas
autoimunes (ZAGO & COVAS, 2004; CANESIN, 2005; GIORDANO et al., 2007;
BARACHINI et al., 2009).

Segundo NAKAGE & SANTANA (2006), os primeiros estudos de
transplante de CT em caes foram realizados na década de 1980. Cées como
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modelos experimentais tem propiciado a obtencdo de informacgdes importantes no
transplante de progenitores hematopoéticos autélogos e alogénicos, permitindo a
transposicdo desses achados experimentais para os seres humanos. Além disso, as
CTH de cées revelaram-se fenotipicamente e funcionalmente semelhante as CTH de
humanos e camundongos, o que indica que o modelo canino € aplicavel ao estudo
de CT em humanos.

Ainda, a porcentagem média de células CD34" relativas & CTH de cies é
de 11,09% no SCU, 10 a 18% na MO de animais com duas a trés semanas de idade
e menos de 5% na MO de animais com mais de trés meses de idade, indicando que
a porcentagem de células CD34" de cdes declina com a idade (NAKAGE &
SANTANA, 2006).

O transplante de CTH do sangue periférico e MO revelaram o potencial
terapéutico das CTH em caes com linfoma, doencas genéticas (STELZNER et al.,
2003), vasculares (MATSUMURA et al., 2003) e do tecido 6sseo (ARINZEH et al.,
2003). Portanto, os modelos experimentais das CTH em caes tém propiciado
informacdes pré-clinicas de extrema importancia para os transplantes de CTH em
humanos e animais (CANESIN, 2005; NAKAGE & SANTANA, 2006).

Pesquisas demonstram que as CT com maior potencial proliferativo para
o transplante sdo as CTE, seguidas pelas células do SCU, MO do adulto e sangue
periférico. Apesar do niamero de CTH funcionais no SCU humano ser dez vezes
menor que na MO, a capacidade proliferativa destas células é superior aquelas
provenientes da MO e do sangue periférico. Assim, pode-se obter sucesso no
transplante de CT do SCU humano com um décimo da quantidade amostral
necessaria para o transplante de MO (CANESIN, 2005).

A utilizacdo terapéutica e experimental de CTM para reconstituicdo de
tenddes e ligamentos em equinos e coelhos ja esta sendo realizada ha alguns anos
e demonstrou a possibilidade real de incremento nas propriedades mecanicas
destas estruturas, o que comprovou a diferenciagdo dessas células em tendcitos
com boa regeneracgéo tecidual (BARREIRA, 2005; SUTTER, 2007; NIXON et al.,
2008; OLSSON, 2009; SCHNABEL et al., 2009; SOUZA et al., 2009). A associagao
de moldes de colageno ou biomateriais similares as culturas de células adultas ou
fatores de crescimento sédo, também, possibilidades reais de utilizacdo e associacéo
com as CTA (BARREIRA, 2005; OLSSON, 2009).
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Em tecido 6Osseo, os principais alvos terapéuticos das CT sédo a
osteoporose em humanos e as fraturas em animais. Neste caso, as CT seriam
utilizadas para reconstituir o osso com células novas e funcionais. Em lesbes
articulares com perda ou deformacao de discos cartilaginosos, os estudos mostram
melhora das articulacdes pela infusdo de condrdcitos ou, ainda, pela reconstrucao in
vitro com a utilizacdo de arcaboucos tridimensionais (KRAUS & KIRKER-HEAD,
2006; ZAMPROGNO, 2007; BYDLOWSKI et al., 2009a). A utilizacdo de CTM e
ADSC para diferenciagcdo em células condrogénicas e osteogénicas para reparacao
cartilaginosa e dssea tem sido aplicada experimentalmente em Medicina Veterinaria,
ainda com pouca aplicacao clinica, diferentemente de tendbes e ligamentos, ja
utilizado na rotina clinica ha alguns anos (SUTTER, 2007; SOUZA et al., 2009).

VIDAL et al. (2007), KISIDAY et al. (2008), VIDAL et al. (2008) e FRISBIE
et al. (2009) isolaram e promoveram diferenciacdo in vitro de CTM de equinos em
linhagem condrogénica e osteogénica, verificaram a potencialidade de diferenciacao
celular, e confirmaram assim a real possibilidade de utilizacdo destas CT em terapias
regenerativas de 0sso e cartilagem. Em estudo realizado por ARINZEH et al. (2003),
foi observada regeneracédo do osso fémur de cées apos a retirada de fragmento e
utilizacdo de CTM medular. Ja ZAMPROGNO (2007), em aplicacao clinica, utilizou
CTM também de origem medular, em cées com fraturas com ndo-unido ha mais de
um ano, e todos os animais apresentaram consolidacdo da fratura em até trés
meses apos a injecdo das células.

A experimentacgdo laboratorial envolvendo as CTA evolui rapidamente e
aponta multiplas possibilidades para reparacao tecidual e aceleracao dos processos
regenerativos. No entanto, permanece o problema cientifico sobre a verdadeira
implantacdo das CT nos tecidos-alvo, por ainda ndo existirem marcadores celulares
especificos. Com o avanco da nanotecnologia, houve o desenvolvimento dos
nanocristais (NC), que inovaram a marcacao celular e resolucionaram, em grande
parte, as dificuldades de identificagdo e rastreamento celular (DUBERTRET et al.,
2002; GOWDAK et al., 2004).

Os NC, também denominados quantum dots, sao materiais
semicondutores, emissores de luz brilhante, adotados como marcadores
fluorescentes que podem ser facilmente detectados por microscopia de
fluorescéncia ou citometria de fluxo, mesmo medindo cerca de 2 a 6 nm (PARAK et
al., 2002; MATTHEAKIS et al., 2004; ALIVISATOS et al., 2005). Sado bem resistentes
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a perda de brilho, o que os torna notadamente favoraveis na marcacao de células e
tecidos vivos por longo periodo de tempo (MATTHEAKIS et al.,, 2004). Essa
marcacdo € decorrente da internalizacdo destas nanoparticulas, por meio de
reacoes mediadas por receptor ou endocitose nao-especifica e, apés a entrada na
célula, permanecem em vesiculas no citoplasma, na regido perinuclear. Os NC
podem ser transferidos as células-filhas por até seis geracdes, e ndo as células
adjacentes da populacéo tecidual, o que permite avaliar precisamente o efetivo de
CT presentes no local. Sabe-se, ainda, que essas nanoparticulas ndo apresentam
toxicidade celular, j& comprovado em ensaios experimentais com embrides, em
diferenciacdo e sinalizacdo celular, o que possibilita a utilizacdo in vivo desses
materiais (DUBERTRET et al., 2002; MATTHEAKIS et al., 2004; ALIVISATOS et al.,
2005).

Os mecanismos de reparo com a utilizagdo das CT ainda sao
controversos e ndo estao totalmente definidos. No entanto, essas células vém sendo
amplamente testadas em experimentos e também em algumas aplica¢des clinicas, o
gue necessita cada vez mais de pesquisas, tanto para garantir a seguranca em
utiliza-las, como para otimizar todo o seu potencial terapéutico. Todos esses estudos
preliminares servem como um reflexo de como o grande arsenal de CT podera ser

aplicado clinicamente no futuro (NIH, 2009).

2.6 Biomateriais e técnicas de reparacdo nervosa periférica

A biotecnologia e a engenharia de tecidos representam uma abordagem
multidisciplinar para resolver alguns dos mais exigentes problemas na medicina
regenerativa, que é a criacao de novos tecidos semelhantes aos do organismo vivo.
Estas novas abordagens técnicas incluem estratégias na utlizacdo de novas
formulacbes de polimeros sintéticos, condutos bioldgicos, assim como diferentes
alternativas na regeneracao de tecidos (JONHNSON et al., 2008).

A reparacdo de lesdes em nervos periféricos continua a ser um grande
desafio na medicina regenerativa e na microcirurgia. Apesar dos progressos feitos
em técnicas cirargicas, ao longo dos ultimos 30 anos, a recuperacao funcional apos
uma lesdo grave em um nervo periférico é frequentemente incompleta e
insatisfatoria, sendo que a recuperacgdo funcional apos o reparo cirdrgico de nervos

mistos € ainda mais decepcionante. Com o intuito de garantir uma melhora na
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regeneracdo nervosa e também de outros tecidos, muitas pesquisas vem
aprimorando e inovando as técnicas cirdrgicas com a utilizacdo de diversos
biomateriais, fatores de crescimento e terapias celulares como as células-tronco
(JONHNSON et al., 2008; KEILHOFF & FANSA, 2011). Com isso, a manipulacéao de
condutos nervosos artificiais, também denomindados como invélucros ou bainhas,
tem atraido um interesse consideravel. Condutos nervosos sao utilizados para gerar
um ambiente favoravel para os axénios em regeneracao, o que permite a formacao
espontanea de uma matriz de fibrina, além de favorecer e apoiar o crescimento de
axoénios, capilares e células ndo neurais (MELLO et al., 2001; DELISTOIANOV et al.,
2006; STANG et al., 2009; MADDURI & GANDER, 2012).

LUNDBORG et al. (1982), ANSSELIN et al. (1997), OLIVEIRA et al.
(2004), PAN et al. (2006) e KEILHOFF & FANSA (2011) sdo unanimes em utilizar
como modelo experimental a tubulizagcdo nervosa, que consiste na utilizagdo de um
involucro de biomaterial e a sutura dos cotos nervosos no interior deste conduto,
deixando um espaco entre eles. Assim, os condutos agem como protecao do tecido
conjuntivo que se forma ao redor, e como uma forma de ligacdo entre os cotos
nervosos, o que favorece o direcionamento e o crescimento axonal em direcgao distal
(Figura 6).

FIGURA 6 - Representacdo esquematica da técnica de
tubulizacdo para regeneragcdo nervosa (A)
com formacgédo da ponte ndo celular de fibrina
para crescimento e orientagdo axonal (B).

Fonte: OLIVEIRA et al. (2004).
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Segundo STANG et al. (2009), a técnica de reconstrucdo ideal do nervo
deve ser aquela que contemple a maioria dos seguintes fatores: permitir
reconstrucdo imediata do nervo no momento da leséo; nédo criar tensdo no local de
sutura e um sitio potencial de aprisionamento do nervo; ndo requerer o sacrificio de
um doador; ndo requerer tempo adicional intra-operatorio; ndo colocar material
estranho de forma permanente no organismo; ndo necessitar de medicamentos
adicionais, como terapia imunossupressora no caso de aloenxertos e permitir a
deposicao de fatores de crescimento ou diversos tipos celulares.

Portanto, a escolha e o processamento do biomaterial séo de extrema
importancia. Um biomaterial adequado deve possuir boa biocompatibilidade, de
preferéncia ser biodegradavel, com propriedades adequadas de degradacédo, para
nao necessitar de outra intervencado cirdrgica, além de ser capaz de controlar os
efeitos secundarios, tais como porosidade, resisténcia mecanica, e funcionalizacdo
biolégica. Além disso, a cinética de degradacdo de materiais deve ser compativel
com a taxa de regeneracdo do nervo, que € de aproximadamente 1 a 3 mm por dia,
comprovada em coelhos, uma vez que 0s axbnios comecam a crescer para a
direcdo distal (GUTMANN et al., 1942; MADDURI & GANDER, 2012). Dependendo
da gravidade da lesédo e do tamanho do espaco deixado entre 0s cotos no momento
cirdrgico, o involucro deve preservar a sua integridade durante, pelo menos, quatro a
oito semanas, mas se degradar apdés alguns meses sem liberar produtos de
degradacdo que interfiram na regeneracéao tecidual (MADDURI & GANDER, 2012).

Uma ampla gama de polimeros naturais e sintéticos esta disponivel para
a fabricacdo de invélucros, alguns ja aprovados para uso em humanos. Os
invélucros podem ser feitos, tanto de materiais biolégicos (naturais), como sintéticos.
As duas formas sdo rotineiramente investigadas e utilizados em pesquisas como
artérias, veias, musculos, colageno, fibrina, quitosana, fibras de seda, alginato,
polimeros sintéticos como acido poliglicdlico, poli-hidroximetil-metacrilato, silicone e
até mesmo fibras de vidro (DELISTOIANOV et al., 2006; STANG et al.,, 2009;
MADDURI et al.,, 2010; SUMMA et al., 2010; ORBAY et al.,, 2012; SHEN et al.,
2012). Os mais utilizados atualmente na medicina regenerativa sdo os involucros
biodegradaveis, mas apesar da sua degradacdo desejada, eles devem manter uma
forca mecanica minima para suportar a sutura cirdrgica e proteger os axénios em
regeneracao da invasdo pelo tecido conjuntivo que se forma ao redor do invélucro
(STANG et al., 2009; MADDURI & GANDER, 2012).
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De acordo com STANG et al. (2009) além da biodegradabilidade, esses
condutos podem ser permeaveis, semi-permeaveis ou impermeavies. Os
permeaveis devem permitir o influxo de fatores de cicatrizacdo gerados
externamente, assim como a difusdo externa de residuos gerados internamente. No
entanto, fatores neurotréficos produzidos pelas CSc deveriam permanecer dentro
do lumen, o que poderia ser dificultoso. Ja& os condutos impermeaveis podem
influenciar positivamente na regeneracéo do nervo isolando a area de regeneracao,
impedindo a entrada do tecido cicatricial e mantendo os fatores de crescimento
gerados internamente. Finalmente, os tubos de paredes semipermedveis podem
também impedir a entrada do tecido cicatricial e permitir uma difusédo interna mais
controlada desses fatores de cicatrizacdo gerados externamente, o que tem

demonstrado melhores resultados na regeneracao nervosa (Figura 7).

. Infraestutura
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sem neuromas
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inflamatoria, ndo toxico migracdo e proliferacdo celular

FIGURA 7: Representacdo esqueméatica das caracteristicas desejaveis em um
invélucro utilizado para a tubulizacao na regeneracao nervosa periférica.
CSc: células de Schwann.

Fonte: Adaptado de STANG et al. (2009).
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3. Justificativa e objetivo

Atualmente, a medicina regenerativa e a engenharia de tecidos, estdo a
frente de grande parte das pesquisas relacionadas as aplicabilidades terapéuticas
das células-tronco adultas, porque essas possuem capacidade de diferenciacao
celular e atuacéo na cicatrizagao tecidual. Além da biologia celular, os biomaterias
também posssuem extrema importancia e participacdo na reconstrucao tecidual, o
que direciona as pesquisas para as inumeras possibilidades de utilizacao
terapéutica, principalmente para doencas com tratamentos ainda pouco eficazes.
Neste contexto, as lesdes nervosas centrais e periféricas ocupam papel importante,
por serem de alta incidéncia e grande importancia na medicina e na veterinaria.

Assim, este estudo justifica-se, tanto pela atualidade, como pela
relevancia do tema em questdo, considerando a possibilidade de que as CTA
possam melhorar o processo de regeneracdo nervosa, devido as suas
caracteristicas de plasticidade celular. Para tal, foi proposta a utilizacdo de dois tipos
diferentes de CTA: a fracdo de células mononucleares (FCM) obtidas da MO e
ADSC, para avaliar os efeitos das células na regeneracdo nervosa periférica de
equinos e de elucidar qual tipo celular participa melhor no processo regenerativo.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a regeneracédo do nervo
ulnar de equinos apés seccao cirurgica, tubulizacdo com silicone e terapia celular
com FCM e ADSC. Para a realizacdo da seccdo nervosa ha espécie equina, foi
selecionado o nervo ulnar como material de andlise, tanto por ser de facil acesso
cirlrgico, como por ser um nervo apenas sensitivo para esta espécie, nao

acarretando compliacbes motoras aos animais.
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CAPITULO 2 - REGENERACAO DO NERVO ULNAR DE EQUINOS APOS
TUBULIZACAO E TERAPIA CELULAR COM FRACAO DE CELULAS
MONONUCLEARES E CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

RESUMO

Pesquisas que avaliem a regeneracdo nervosa periférica na espécie equina sao
escassas, embora os cavalos sejam vitimas frequentes de traumatismos. As células-
tronco adultas (CTA) sdo uma fonte alternativa de células para a regeneracdo do
tecido nervoso, por possuirem propriedades pluri e multipotentes de diferenciacgéo.
Assim, o0 objetivo deste estudo foi realizar avaliagdo histomorfolégica na
regeneracao nervosa periférica de equinos, por meio de neurotomia e utilizacdo de
tubos de silicone com solucdo salina (grupo controle — GC, n=5), tubos de silicone
com implante autélogo de fracdo de células mononucleares (grupo FCM, n=5) e
tubos de silicone com implante autélogo de células-tronco mesenquimais derivadas
do tecido adiposo (grupo ADSC, n=5). A FCM e a ADSC foram obtidas
respectivamente, da medula 6ssea e tecido adiposo de cada animal. Realizaram-se
biopsias dos nervos ulnares com 13 e 26 semanas e avaliagcdo com as coloracdes
de HE, luxol fast blue, tricomio de Masson e nanocristal. Evidenciou-se melhor
regeneracao nervosa e diminuicdo da degeneracdo walleriana nos grupos FCM e
ADSC, em relacdo ao GC. O grupo ADSC apresentou os melhores resultados, com
maior eficiéncia das ADSC em relacdo a FCM na regeneracao nervosa periférica em
equinos. As CTA, principalmente as ADSC, constituem método de terapia celular

promissor para a regeneracdo nervosa periférica de equinos.

Palavras-chave: biomateriais, células-tronco adultas, medula 6sssea, nervo

periférico, tecido adiposo, tubo de silicone.

Equine ulnar nerve regeneration after tubing and cell therapy with

mononuclear cells fraction and mesenchymal stem cells.

ABSTRACT
Researches evaluating equine peripheral nerve regeneration are scarce, although
this species is a frequent victim of traumatic accidents. The adult stem cells (ASC)

are an alternative source of cells for nerve tissue regeneration because of their pluri
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and multipotent differentiation properties. The aim of this study was to perform
histomorphologyc evaluation of equine peripheral nerve regeneration, by means of
neurotomy using silicone tubes with saline solution (control group — CG, n=5),
silicone tubes with authologous mononuclear cell fraction (MCF group, n=5), and
silicone tubes with authologous adipose tissue derived stem cells (ADSC group,
n=5). The MCF and ADSC were obtained from bone marrow and adipose tissue from
each animal. Nerve biopsies were performed on the 13" and 26™ weeks and
evaluation with HE, luxol fast blue, Masson’s trichrome and nanocrystals. It was
evidenced improved nerve regeneration and wallerian degeneration reduction in
MCF and ADSC groups, compared to CG. The ADSC group presented the best
results, showing ADSCs efficiency compared to MCF for equine peripheral nerve
regeneration The ASC, especially ADSC, are a promising therapy cell method for

equine peripheral nerve regeneration.

Keywords: adipose tissue, adult stem cells, biomaterials, bone marrow, peripheral

nerve, silicone tube.
INTRODUCAO

Estruturalmente, um nervo periférico é subdividido em fasciculos,
sustentados pelos endoneuro, perineuro e epineuro, que desempenham papel
fundamental no processo de formacdo e regeneracao nervosa (KINGHAM et al.,
2007; CARRIEL et al., 2011).

As lesBes nos nervos periféricos sdo de ocorréncia frequente e
representam um grande problema econdémico e social na area da saude, sendo que
em veterindria sdo também fator limitante ao bem estar animal (KINGHAM et al.,
2007). Em equinos, a lesdo de um nervo periférico ocorre mais comumente apos
laceracOes, traumas, durante manobras de contencdo em posi¢cdo de decubito, em
procedimentos de anestesia geral, ou ainda, de forma iatrogénica no ato cirdrgico
(DELISTOIANOV et al, 2006; STASHAK, 2006).

A reparacdo nervosa pode ser orientada pelo do uso de um tubo de
biomaterial, & semelhanca das técnicas utilizadas em humanos, com o propoésito de
melhorar a reinervagao, favorecendo o direcionamento axonal e atuando como uma

barreira fisica a invasdo do tecido cicatricial circundante. Os tubos de silicone tém
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sido amplamente utilizados experimentalmente na restauragdo nervosa, atuam
como involucro, permitem a formacdo espontanea de uma matriz de fibrina, e
favorecem o crescimento de axénios, capilares e células ndo neurais (MELLO et al.,
2001; DELISTOIANOV et al., 2006; MADDURI & GANDER, 2012).

Entretanto, na atualidade, novos materiais vém sendo utilizados na
restauracdo nervosa periférica, com destaque aos de origem sintética, como 0s
polimeros e os de origem biolégica como o colageno, a fibrina, a quitosana e as
artérias e veias. Entre os materiais sintéticos ndo biodegradaveis, a camara de
silicone é considerada o de eleicdo, pois provoca pequena ou nenhuma reacdo
tecidual e ndo induz a reacdo inflamatéria local. O desenvolvimento axonal, a
migracdo celular e o crescimento de capilares podem ser acompanhados e o
ambiente quimico da camara pode ser analisado ou alterado por manipulacdo
extrinseca. Este material tem como vantagens a transparéncia, a rigidez adequada e
a facil manipulacdo cirargica (DELISTOIANOV et al., 2006; STANG et al., 2009;
MADDURI & GANDER, 2012).

Segundo NIE et al. (2007), as técnicas para a regeneracdo do tecido
nervoso tém avangcado com o emprego, no local da lesdo, de células vivas isoladas
e/ou substratos artificiais para direcionar a regeneracdo axonal e restabelecer a
funcdo neural. AQUINO et al. (2006) e NIE et al. (2007) preconizaram o uso de células-
tronco adultas (CTA) como fonte alternativa de células para a regeneragdo do tecido
Nervoso por estas possuirem crescimento rapido e propriedades pluri e multipotentes de
diferenciacdo em tipos celulares como fibroblastos, hepatécitos, cartilagem, osso, musculo e
células nervosas (MCFARLIN et al., 2006; MEIRELLES et al., 2006; PENTEADO et al.
2007).

A medula 6ssea (MO) é um dos locais de elei¢cdo para a obtencdo dessas
células pela facilidade de colheita, por permitir o transplante autélogo, e também por
nao apresentar barreiras éticas. Dentre as CTA da MO incluem-se as células-tronco
hematopoéticas (CTH) e as células-tronco mesenquimais (CTM), que apresentam
multi e pluripotencialidade, respectivamente. Por essa razdo, alguns autores
mencionam que a utilizacdo da fracdo de células mononucleares (FCM) da MO, e
nao apenas um unico tipo celular, seja mais benéfico por favorecer a proliferacéo e
a manutencao das CTA. Estas, posteriormente, sob condi¢cées apropriadas, podem
se diferenciar seletivamente em diversas linhagens celulares (HOWS, 2005;
TOGNOLI et al., 2009).
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O tecido adiposo, assim como a MO, é derivado do mesénquima
embrionario e possui um estroma, no qual ja foi identificada e isolada uma
populacdo de CTM (ZUK et al., 2001; ZUK et al., 2002). Também ha nesse tecido,
maior quantidade de CTM, que constitui em média 2% do lipoaspirado total. O
interesse pelas CTM derivadas do tecido adiposo tem sido crescente por ser esse
tecido apontado como uma fonte abundante, acessivel e de facil colheita (NARDI &
MEIRELLES, 2006; KINGHAM et al., 2007). As CTM colhidas do tecido adiposo
recebem a nomenclatura de CT derivadas do tecido adiposo (ADSC), possuem
fenotipo e expressdo génica semelhantes as CTM da MO, e podem da mesma
maneira, ser cultivadas in vitro e possuem capacidade de diferenciacdo em diversos
tipos de células como midcitos, cardiomidcitos, células endoteliais, neurais,
adipécitos, condrécitos, hepatocitos, tendcitos e osteoblastos (ZUK et al., 2001; ZUK
et al., 2002; NIXON et al., 2008; PERONI et al., 2008).

A maioria das pesquisas utiliza o camundongo como modelo experimental
de eleicdo para a demonstracdo das aplicacbes de CTA. Entretanto, surge a
necessidade de utilizacdo de outras espécies animais (KINGHAM et al., 2007), como
a equina, que possui alta incidéncia de lesdes nervosas, que, na maioria das vezes,
implica em eutanasia (STASHAK, 2006).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi realizar avaliagcéo
histomorfol6gica na regeneracdo do nervo ulnar de equinos ap0s seccéao cirdrgica,
tubulizac&o e terapia celular com fracdo de células mononucleares da medula éssea

(FCM) e células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ADSC).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Hospital Escola de Grandes Animais da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia (Hvet-
FAV/UnB), Brasilia-DF, no Laboratério de Biotecnologia e Reproducdo Animal
(Instituto de Ciéncias Bioldgicas - IC/UnB), Brasilia-DF, e no Setor de Patologia
Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias
(EVZ/UFG), Goiania-GO. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal
(CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia (ICB-UnB),
com protocolo UnBDOC n°75944/2088 (Anexo 1).
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Utilizaram-se 15 equinos adultos, 13 fémeas e dois machos, sem raga
definida e clinicamente sadios. Os animais foram mantidos em piquetes com
alimentacdo a base de capim Tifton, racdo granulada, sal mineral e agua ad libitum.
Os animais foram mantidos em baias individuais apenas nos dias anterior e posterior
ao procedimento cirurgico.

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado com trés
grupos, cinco repeticdes e dois momentos de biopsia. Os animais foram alocados
em trés grupos, com cinco animais em cada: grupo controle (GC) com utilizacédo de
soro fisiolégico; grupo FCM com deposicéo de fracdo de células mononucleares da
medula 6ssea; e grupo ADSC com deposicdo de células-tronco mesenquimais
derivadas do tecido adiposo. Ambos, FCM e ADSC, foram implantes autdlogos. Em
todos os grupos foi realizado o mesmo procedimento cirargico de tubulizacdo com
tubo de silicone, utilizando-se os dois membros de cada animal (nervo direito e
nervo esquerdo). Com isso, foram estabelecidos dois momentos de biopsia dos
nervos ulnares para cada animal: na 132 semana realizou-se a biopsia no membro
direiro (GC1, FCM1 e ADSC1) e na 262 semana, no membro esquerdo do mesmo
animal (GC2, FCM2 e ADSC?2). O nervo ulnar foi escolhido como material de analise,
tanto por ser de facil acesso cirdrgico, como por ser um nervo apenas sensitivo para

esta espécie, nao acarretando compliacbes motoras aos animais.

Colheita e isolamento da fracdo de células mononucleares (FCM) e cultivo das

células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ADSC)

As amostras de MO e tecido adiposo foram colhidas no Hvet (FAV/UnB) e
encaminhadas ao Laboratdrio de Biotecnologia e Reproducédo Animal (IC/UnB), para
o isolamento da FCM e ADSC.

As colheitas e os isolamentos da FCM foram realizados conforme
BARREIRA (2005) e TOGNOLI et al. (2009). Foi coletada a medula 6ssea (MO) no
0SSO esterno dos cinco equinos pertencentes ao grupo FCM. Os animais foram
mantidos em estagdo, contidos em bretes e sedados com detomidina (0,02
mg/kg/lV). Em seguida, realizou-se tricotomia de uma area de aproximadamente 5 x
20cm na regido do esterno para realizagdo do exame ultrassonografico afim de se
localizar a 42 e 52 esternebras. Imediatamente apds, procedeu-se a anestesia local

com 10 mL de lidocaina, e a introducdo da agulha de puncdo de MO modelo
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Jamshidi (Ecomed, Rio de Janeiro, Brasil), de calibre oito e 12 cm de comprimento.
Uma vez fixada a agulha dentro do esterno, retirou-se o mandril e aspirou-se
aproximadamente 20 mL de conteddo medular com auxilio de uma seringa de 60
mL, contendo 0,25mL de heparina a 5000 Ul/mL e 9 mL de soro fisiolégico, no qual
obteve-se um total de 30 mL na seringa. As amostras foram identificadas,
acondicionadas em gelo e encaminhadas ao laboratério para o isolamento da FCM.

O isolamento da FCM ocorreu no interior de uma capela de fluxo laminar
previamente desinfetada com alcool 70% e luz ultravioleta, onde a amostra foi
delicadamente depositada em Ficoll Hypaque (Histopaque, Sigma-Aldrich, Saint
Louis, EUA), equivalente a mesma quantidade de amostra colhida. Em seguida a
amostra foia centrifugada a 500G por 30’ a temperatura ambiente, a fim de realizar a
separacao de seus constituintes por gradiente de concentracdo. Apos centrifugacao,
obteve-se a separacdo das células mononucleares da MO, visiveis na forma de um
halo. Essa suspenséo celular foi retirada, adicionou-se a mesma quantidade de PBS
(tampéo fosfato salino), e em seguida a amostra foi homogeneizada e centrifugada
500G por 10’. Ao final dessa primeira centrifugacéo, o sedimentado obtido foi lavado
em PBS e novamente centrifugado a 500G por 10’. Ao término desse procedimento,
obteve-se um sedimento com a FCM, o qual foi ressuspenso em PBS para obtengao
de 210puL de solugéo.

As colheitas e os cultivos do tecido adiposo dos cinco equinos
pertencentes ao grupo ADSC foram realizados conforme BRAVO et al. (2012). Os
animais foram mantidos em estacao, contidos em bretes, sedados com detomidina
(0,02 mg/kg/lV) e em seguida, foi realizada tricotomia de uma area de
aproximadamente 10 x 10 cm na regido glutea caudodorsal paraxial. Procedeu-se
anestesia local em “L” invertido com lidocaina 2%, e em seguida, fez-se uma incisdo
linear de 10 cm, localizada aproximadamente 10 cm abaxial e lateral a base da
cauda. A incisao foi centrada no sulco formado pela origem proximal dos muasculos
biceps femoral e semitendinoso. Realizou-se, assim, a colheita de 10 g de tecido
adiposo subcutaneo, o qual foi pesado em balanca de precisdo e colocado em um
tubo cbnico de 50 mL, contendo 25 mL de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, Gibco, Invitrogen, California, USA) e 250 pL de antibiético e antimicético
(Gibco, Invitrogen, California, USA), mantido a 8°C e transportado ao laboratério

para o cultivo celular.
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O isolamento das ADSC ocorreu no interior de uma capela de fluxo
laminar previamente desinfetada com alcool 70% e luz ultravioleta. O tecido foi
lavado com PBS e transferido para uma placa de petri, onde foi fracionado com
auxilio de pinca anatdmica e bisturi. Em seguida, o tecido foi colocado em tubo
conico de 50 mL, com 10 mL de tripsina 0,05% (Trypsin 0,25%, Gibco, Invitrogen,
California, USA), e foi mantido a 37°C em banho-maria por 30 minutos. Foi entdo
transferido para outro tubo cbnico de 50 mL com colagenase tipo | 0,3%, na
proporcdo de 1:3 (tecido:solucdo), e incubado a 37°C em banho-maria por 30
minutos, com agitacdo leve a cada 10 minutos de incubacdo. ApOs a digestédo
enzimatica, os fragmentos de tecido adiposo, foram distribuidos em duas garrafas de
cultivo de 25cmz, juntamente com 1mL de soro fetal bovino (SFB, Gibco, Invitrogen,
California, USA) e 9 mL de colagenase tipo | 0,06%. As garrafas foram entéo
incubadas em estufa umidificada com 5% de CO; no ar a 37°C, por 18 horas.

No dia seguinte, o conteudo foi transferido para um tubo cénico de 50 mL
e mantido sob agitacdo no vortex por alguns segundos. Encaixou-se um filtro de 70
pm em outro tubo cénico de 50 mL e despejou-se o conteudo lentamente, para a
filtracdo das células e o restante do tecido adiposo foi descartado. O contetido obtido
pela filtragem foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos em tubos cénico de 15 mL,
e descartado o sobrenadante. O sedimento obtido foi ressuspenso em 1 mL de
DMEM.

Uma aliquota de 500 puL da amostra foi depositada em garrafa de cultivo
de 25cm?, juntamente com 5 mL de meio de cultivo (4,45 mL de DMEM; 0,5 mL de
SFB; 0,05 mL de antibiético e antimicético) e incubado em estufa umidificada com
5% de CO, no ar a 37°C. Ap0és trés dias o meio de cultivo foi trocado para eliminagao
das células ndo aderentes. O meio foi trocado a cada trés dias até atingir a
confluéncia celular de aproximadamente 75%, quando procedeu a retirada das
células das garrafas (passagem celular) com tripsina 0,2%. O procedimento foi
repetido por aproximadamente 14 dias, o que totalizou em quatro passagens
celulares. Apds esse periodo de cultivo, uma aliquota de células foi destinada ao
procedimento de diferenciacdo celular e o restante foi utilizado para a implantacao
no animal.

Ao final do procedimento de isolamento da FCM e da ADSC, obteve-se
um volume de 210 pL de solugdo. Uma aliquota de 10 puL da amostra foi retirada

para quantificacdo e teste de viabilidade celular em camara de Neubauer, com o
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corante Azul de Tripan 1%. Para o mapeamento celular das células injetadas no
local do procedimento cirargico, as FCM e ADSC foram incubadas com 1 pL de
nanocristal (Qtracker®655 Cell Labeling Kit, Invitrogen, California, EUA),
homogeneizadas e levadas a estufa a temperatura de 37°C por 45 minutos, para
posterior avaliagdo em microscoépio de fluorescéncia. Apos a incubagédo, as amostras
foram mantidas em um microtubo de plastico a temperatura ambiente e
encaminhadas imediatamente para a utilizacdo no procedimento cirdrgico.

Dos cinco animais pertencentes ao grupo FCM, obteve-se uma média de
77,3% de viabilidade celular e 3,15 x 10° células vivas utilizadas para implantacéo.
Dos cinco animais pertencentes ao grupo ADSC, obteve-se uma média de 92,83%
de viabilidade celular e 2,15 x 10° células vivas utilizadas para implantacao.

Ao final da quarta passagem celular, uma aliquota do cultivo de ADSC foi
encaminhada para o procedimento de diferenciagdo celular em linhagens
adipogénica, condrogénica e osteogénica e passagem em citometro de fluxo com os
marcadores positivos mesenquimais CD105 e CD90 e os marcadores negativos
CD45 e CD11b, para haver a confirmacao de que as células cultivadas pertenciam a
linhagem de CTM, também conforme BRAVO et al. (2012).

Diferenciacdo osteogénica

Uma aliquota celular foi deposita em placas de seis pocos e cultivada em
estufa umidificada a 37°C e 5 % CO,, com 3 mL de meio de diferenciacao
osteogénica. O meio era composto por: DMEM com 15 mM de tampao HEPES
(Invitrogen, California, USA); 10% de SFB; 20 nM de dexametasona (Alfa Aesar,
Heysham, Reino Unido); 10 mM de B-glicerofosfato + 0,05 mM de L-acido ascoérbico-
2-fosfato (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA); 1% de antibidtico e antimicotico. Uma
porcdo de células destinadas para controle negativo foi cultivada apenas com
DMEM; 15 mM de HEPES, 10% de SFB; e 1% de antibiotico e antimicético. O meio
de cultivo foi trocado a cada trés dias e apds 21 dias de cultivo, as células foram
coradas com Alizarin Red S (Alfa Aesar, Heysham, Reino Unido) o qual cora a matriz

mineralizada em vermelho.
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Diferenciacéo adipogénica

Uma aliquota celular foi deposita em placas de seis pocos e cultivada em
estufa umidificada a 37°C e 5 % CO,, com 3 mL de meio de diferenciacao
adipogénica. O meio era constituido por: DMEM com 15 de HEPES (Invitrogen,
California, USA); 10% de SFB; 1% de ITS + Premix (BD, Franklin Lakes, EUA); 1 uM
de dexametasona (Alfa Aesar, Heysham, Reino Unido); 100 uM de indometacina;
500 uM de 3-isobutyl-1-methyl xanthina (IBMX); 1% de antibidtico e antimicaético.
Uma porcado de células destinadas para controle negativo foi cultivada apenas com
DMEM; 15 mM de HEPES; 10% de SFB; e 1% de antibidtico e antimicotico. O meio
de cultivo foi trocado a cada trés dias. Apdés trés dias de cultivo o IBMX foi retirado
do meio de cultivo e apds 21 dias de cultivo, as células foram coradas com Oil-red O

(Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) o qual cora as goticulas de gordura em vermelho.

Diferenciacéo condrogénica

Para a diferenciacdo condrogénica, as células foram centrifugadas e
resuspensas em DMEM/F12 previamente aquecido, a uma densidade de 1,6 x 10’
células viaveis/ mL.. Foram utilizadas placas de 12 pocos, e depositou-se gostas de
5 uL desta solucdo celular no centro de cada poco, na qual foi levada para estufa
umidificada a 37°C e 5% CO, por duas horas. Em seguida adicionou-se, em cada
poco, o meio de diferenciacdo condrogénica previamente aquecido. As células foram
cultivas em estufa umidificada a 37°C e 5 % CO,, com 2 mL de meio de
diferenciacdo condrogénica. O meio era composto por. DMEM com 15 mM de
HEPES (Invitrogen, California, USA); 10% de SFB; 1% de ITS + Premix (BD,
Franklin Lakes, NJ, USA); 10 ng/mL de fator de crescimento transformador beta 3
recombinante humano (hTGFB3); 50 nM de L-acido ascoérbico-2-fosfato (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, EUA); 100 nM de dexametasona (Alfa Aesar, Heysham, Reino
Unido); 100 pL de antibidtico e antimicético. Uma porgéo de células destinadas para
controle negativo foi cultivada apenas com DMEM/ 15 mM HEPES; 10% de SFB; 1%
de antibidtico e antimicotico. O meio de cultivo foi trocado a cada trés dias e apos 21
dias de cultivo, as células foram coradas com Alcian Blue o qual cora os

proteoglicanos em azul. O sedimento celular foi fixado em formol tamponado a 10%
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e posteriormente processados histologicamente. As laminas foram coradas em HE e
submetidas a imuno-histoquimica para colagenase tipo 10.

Citometria de fluxo

Uma aliquota das células foi testada no citbmetro de fluxo (FACScalibur;
BD; Franklin Lakes, NJ, USA) para identificacdo dos marcadores de superficie de
CTM e auséncia dos marcadores de CTH. Foram utilizados os marcadores positivos
de CTM, CD105 e CD90, e os marcadores negativos CD45 e CD11b (estes ultimos,
marcadores de CTH). Foram utilizados os seguintes anticorpos primarios: mouse
anti-human CD105 (Invitrogen, California, EUA), mouse anti-human CD90 (ABD
Serotec, Oxford, Reino Unido), mouse anti-human CD45 (ABD Serotec, Oxford,
Reino Unido) e mouse anti-human CD11b (ABD Serotec, Oxford, Reino Unido). O
anticorpo isétopo correspondente foi utilizado como controle negativo e, como
anticorpo secundario, utilizou-se o anticorpo goat anti-mouse IgG (H/L):FITC (ABD
Serotec, Oxford, Reino Unido). Os dados obtidos foram analisados no software
FlowJo (TreeStar, Ashland, USA).

Procedimento cirargico

A medicacdo pré-anestésica incluiu tranquilizacdo dos animais com
detomidina (0,02 mg/kg/lV), seguida de éter gliceril guaiacol (110mg/kg/IV) com
manutencdo em anestesia geral inalatoria com isofluorano vaporizado em oxigénio
(15mL/kg), em circuito semifechado. Realizou-se, em seguida, 0 acesso ao nervo
ulnar, que incluiu: incisdo linear da pele no terco médio do osso radio em posi¢cao
caudolateral; divulsdo romba do tecido subcutaneo; incisdo da fascia profunda do
antebraco; e dessa maneira, a exposi¢cao do nervo ulnar e a realizagédo subsequente
da neurotomia (Figuras 1A e 1B).

Para a realizacao da técnica de tubulizacéo, foi utilizado um tubo flexivel
de silicone (Perfitécnica, Salto, Brasil), com comprimento de 2,0 cm e diametro
interno de 3 mm, previamente esterilizado com formoldeido 38% por 30 minutos e
lavado com solucéo fisiologica para retirada do produto. O coto proximal do nervo
ulnar foi introduzido e fixado ao tubo, com ponto Unico em “U” no epineuro, utilizando

fio de nailon 6-0. Em seguida, o coto distal foi inserido e fixado ao tubo da mesma
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maneira do coto proximal, respeitando-se um espaco de 5 mm entre 0s cotos
(Figuras 1C e 1D).

No interior do tubo se silicone depositaram-se as solucfes respectivas a
cada grupo: 200 pl de soro fisiologico no GC, e 200 ul de FCM e ADSC,
respectivamente nos grupos FCM e ADSC, com uma seringa de 1 mL (Figuras 1E e
1F). Em seguida, realizou-se a reaproximacdo do tecido subcutaneo com o fio
absorvivel Caprofyl (Ethicon, Cornelia, EUA) e, a sutura de pele em pontos
separados simples. Todos o0s procedimentos cirdrgicos e pos-cirirgicos foram
realizados no Hvet (FAV/UnB).

Os animais foram mantidos em baias individuais e receberam
antibioticoterapia sistémica com penicilina benzatina (30.000 Ul/kg/IM) em trés
aplicacoes, a cada 48 horas, e fenilbutazona (4,4 mg/kg/IV), uma vez ao dia, por trés
dias consecutivos. Os curativos foram realizados a cada sete dias, até a remocao da
sutura de pele e bandagem com 13 dias de pds-operatorio.

Tubo 2 cm
FIGURA 1 - Procedimento de tubulizacdo e aplicagéo do soro fisiologico, FCM e ADSC
em nervos periféricos de equinos. A e B: neurotomia do nervo ulnar de
equino; C: tubo de silicone de 2cm de comprimento com demarcacao de 5
mm de espaco; D: fixacdo dos cotos nervosos no interior do tubo de
silicone; E e F: deposicdo de FCM no interior do tubo de silicone. No
esquema, V representa os pontos de sutura aplicados no nervo e tubo de
silicone; SP: sutura proximal;, SD: sutura distal; CP: cabo proximal; CD:
cabo distal.
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Colheita de material e avaliagcédo histomorfolégica

Foram realizadas as biopsia dos nervos ulnares nas 132 e 262 semanas,
nos trés grupos, e obteve-se um total de 30 fragmentos de 4 cm cada,
compreendendo 2 cm proximais e 2 cm distais ao local da neurotomia. Para
avaliacdo da marcag&do com o nanocristal em microscopia de fluorescéncia, realizou-
se um imprint em laminas histologicas dos fragmentos obtidos dos grupos FCM e

ADSC (Figuras 2A e 2B), e as laminas foram armazenadas ao abrigo de luz.

FIGURA 2: Imprint em lamina histol6gica do nervo ulnar de equinos no
grupo FCM1, ap06s biopsia e retirada do tubo de silicone. A:
Imprint de todo fragmento de nervo ulnar; B: Imprint do
cabo de regeneracdo, apoés corte transversal do fragmento.

Os fragmentos de nervos foram fixados por 48 horas em formol a 10%
tamponado e, em seguida, mantidos em alcool 70% até o processamento
histoldgico. Os fragmentos, em blocos de parafina, foram cortados a 5 pum,
distendidos sobre laminas histolégicas e corados pela técnica de hematoxilina e
eosina (HE) e tricromio de Masson e a 8 um para a coloragdo com luxol fast blue.
Foram confeccionados cortes longitudinais nos cotos proximais (CP) e cabos de
regeneracao (CR) e cortes transversais nos cotos distais (CD). Tais procedimentos
foram realizados no Laboratorio de Histopatologia do Setor de Patologia Animal
(EVZIUFG).

Macroscopicamente, avaliaram-se as amostras quanto a regeneracao
completa entre os cotos, presenca de tecido conjuntivo fibroso e aderéncias entre as
estruturas do feixe vasculonervoso. Microscopicamente, avaliaram-se a proliferacéo

axonal, a reorganizacdo dos fasciculos, o infiltrado inflamatério, a hemorragia, a
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hiperemia, a hemossiderose e a degeneracéo walleriana pela coloracdo de HE. Para
a avaliacdo do coldgeno tipo I, empregou-se a coloracao de tricrémio de Masson e
para a avaliagao da bainha de mielina empregou-se a coloragdo de luxol fast blue.

Para cada um dos parametros citados acima, foram realizadas analises
descritivas e semi-quantitativas de todo o fragmento, por meio de microscopia Optica
em objetiva de 10x e estabelecidos escores de zero a trés, sendo: escore O -
ausente (sem alteracdes); escore 1 — discreto (1-25% do fragmento); escore 2 —
moderado (26-50% do fragmento); e escore 3 — acentuado (51-100% do fragmento).

Foram estabelecidas comparacgdes entre as por¢cdes em cada nervo, entre
0S animais, entre 0s grupos e entre os momentos de biopsia. Foi realizada a
estatistica descritiva dos dados e aplicou-se o teste Qui-Quadrado e a correlacao de
Spearman, com nivel de significancia de 5% (p<0,05), utilizando-se o software IBM
SPSS Statistic versédo 15.

RESULTADOS

Formacao do cabo de regeneracédo e marcagao com nanocristal

Em todas as amostras do grupo controle e dos grupos experimentais,
houve completa formacdo do CR, unindo-se assim o CP ao CD (Figura 3C e 3D).
Macroscopicamente visualizou-se fibrose ao redor do tubo de silicone e aderéncia
no feixe vasculonervoso em quantidade acentuada em todas as amostras (Figura 3A
e 3B). Microscopicamente, observou-se uma area bem definida de tecido de
conjuntivo fibroso ao redor dos CP e CD, adjacente ao epineuro, com variacao
quanto a quantidade, de discreta a acentuada (Figura 3E), em todos os grupos,
independentemente do intervalo das biopsias.

Em relacdo a endocitose do nanocristal, foi observada em microscopia de
fluorescéncia, marcagéo discreta a moderada em vermelho fluorescente apenas no
grupo FCM1, o que demonstra a presenca do marcador nas células por até trés

meses apos a implantacéo do grupo que recebeu a FCM (Figura 4).
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FIGURA 3 - Biopsias de nervos ulnares de equinos submetidos a técnica de
tubulizacdo e terapia celular, com 13 semanas de biopsia. A: grupo
controle com aderéncia no feixe vasculonervoso (seta amarela); B:
grupo controle, mostrando presenca acentuada de tecido fibroso ao
redor do tubo; C: grupo controle com formacgédo completa do CR; D:
grupo FCM com formacéo completa do CR; E: grupo controle, com
tecido conjuntivo fibroso (asterisco) ao redor do CP, HE, 5x. CP: coto
proximal; CR: cabo de regeneracéo.

FIGURA 4 - Fotomicrografia de fluorescéncia da endocitose
do nanocristal no grupo FCM1, com marcagéo
em vermelho, de forma discreta (A e B, setas
brancas) e moderada (C).
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Diferenciagéo celular das ADSC e citometria de fluxo

Foi confirmada a diferenciacdo celular das ADSC nas linhagens de
células-tronco mesenquimais, com a utilizacdo dos meios indutores para cada caso.
Aos 21 dias de cultivo, as células se coraram pelo Alizarin red, Oil Red e Alcian Blue,
0 que confirma a diferenciacdo das ADSC nas linhagens osteogénica, adipogénica e

condrogénica, respectivamente (Figura 5).

FIGURA 5 - Diferenciagdo celular de ADSC em linhagens
mesenquimais. A: diferenciacdo osteogénica pela
coloracdo de Alizarin red; B: diferenciacdo
adipogénica pela coloracdo de Oil Red; C:
diferenciacdo condrogénica pela coloragdo de
Alcian Blue; D: imuno-histoquimica  da
micromassa condrogénica pelo colageno 10.

A citometria de fluxo foi utilizada para a identificagcdo dos principais
marcadores de células-tronco mesenquimais. Foi confirmada positivamente a
marcagdo dos anticorpos CD105 e CD90 em todas as amostras avaliadas
demonstradas pelas médias de 96,48% e 94,94% respectivamente. Ja com relacéo
a marcacdo dos principais marcadores hematopoiéticos como CD45 e CD11b,
houve marcacgdo insignificante também em todas as amostras analisadas, com
médias de 0,59% e 0,76% respectivamente, 0 que comprova a origem mesenquimal

e ndo hematopoiética das células utilizadas para a implantacao (Figura 6).
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FIGURA 6 - Analise dos marcadores de células-tronco mesenquimais para ADSCs
de equinos por citometria de fluxo. A: anticorpo CD105; B: anticorpo
CD45; C: anticorpo CD11b; D: anticorpo CD90; E: dot plot das ADSC
de equinos; F: representacdo 3D da populagdo de ADSC de equinos.
Linha azul: leitura do anticorpo testado; Linha vermelha: Controle
isétipo negativo.

Hematoxilina e eosina — HE

N&o foi visualizada proliferacdo axonal do CR até o CD, pois este apresentou
processos degenerativos em 100% das amostras analisadas de todos 0s grupos
(30/30). Constatou-se apenas proliferacdo acentuada de tecido conjuntivo entre os
cotos e células de formato fusiforme e em meia lua neste tecido.

Degeneracdo walleriana (DW) foi observada em todas as amostras,
porém apresentou-se de forma mais evidente no GC1, e menos evidente no grupo
ADSC (Figuras 7A, 8C e 8D). Evidenciou-se assim, uma diminuicdo da ocorréncia de
DW nos grupos FCM e ADSC em relagdo ao GC. Com relacdo a hemorragia, esta foi
observada em intensidade moderada em todos os grupos, a excec¢ao do grupo
FCM1, em que esta variavel ndo foi evidenciada (Figura 7B e 8E). Em ambas as
variaveis, houve diferenca (p<0,05) apenas entre os grupos quando analisados entre
si. Os grupos FCM1 e ADSC apresentaram os menores indices de hiperemia (Figura
7C), porem sem diferenca estatistica. Em relacdo a hemossiderose, houve variacao
de ausente a moderada entre os grupos (Figura 7D e 8E), também sem diferenca

significativa.
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Infiltrado inflamatério mononuclear predominantemente linfocitario
associado a raros macréfagos foi encontrado em 97% das amostras (29/30). Foi
observado discreto infiltrado inflamatério polimorfonuclear em 20% das amostras
(6/29), sem quatro pertencentes ao ADSC1. Verificou-se, uma diminuicdo do
infiltrado inflamatério mononuclear nos momentos de 13 para 26 semanas de biopsia
(Figura 7E, 8E e 8F). Houve diferenca (p<0,05) com relacdo aos grupos, aos
momentos de biopsia e as por¢cdes CP, CR e CD.

Todas as amostras exibiram alguma reorganizacéo fascicular, e o GC2
apresentou o maior grau. Os FCM2 e ADSC2 apresentaram escores moderados,
enquanto os GC1 e FCML1 tiveram os menores indices de reorganizacéo fascicular.
Houve diferenca estatistica apenas com relacdo aos momentos de biopsia (132 x 262
semana) (Figuras 7F, 8G e 8H).
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FIGURA 7 - Escores histologicos avaliados pela coloragdo de HE em nervos ulnares
de equinos, submetidos a técnica de tubulizacdo e terapia celular. A:
Degeneragdo walleriana; B: Hemorragia; C: Hiperemia; D:
Hemossiderose; E: Infiltrado linfocitario; F: Reorganizacao de fasciculos.

Ausente; M Discreta; M Moderada; M Acentuada.
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Fotomicrografia de nervos periféricos de equinos, submetidos a técnica de
tubulizacdo e terapia celular, pela coloracdo de HE. A e B: nervo ulnar normal
em corte transversal e longitudinal, 40X; C: degeneracdo walleriana (setas
pretas) acentuada em GC1, 20X; D: DW moderada em FCM2, 40X; E: infiltrado
linfocitario moderado no CR com hemossiderose (seta verde) e hemorragia
discreta (seta branca) em GC1, 10X; F: infiltrado mononuclear acentuado no
CR, com eosindfilos (cabeca da seta), em GC1, 20X; G e H: reorganizacéo
fascicular discreta a moderada, em GC2. Fasciculos e perineuro organizados
de forma discreta (estrela), perineuro moderado (cabeca da seta) e fasciculos
moderados (asterisco), corte tranversal e longitudinal, 10X.
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Tricromio de Masson

Com relacdo a avaliagdo do colageno tipo I, corado em azul escuro,
houve maior quantidade nos GC e FCM1, tanto nas porcdes de CP, como no CR
(Figura 9 e 10). Ja nos FCM2 e grupo ADSC, a quantidade de colageno tipo | foi
constante entre as porc¢ées, inferindo uma possivel produgéo de colageno tipo Il no
CR, corado em azul claro pela coloracdo de tricromio de Masson. Nao houve
diferenca estatistica com relacdo aos grupos, momentos de biopsia e as porc¢oes
CP, CR e CD.

C D

FIGURA 9 - Fotomicrografia de nervos periféricos de equinos, submetidos a técnica de
tubulizacdo e terapia celular, pela coloracdo de tricromio de Masson com
diferentes graus de maturacdo de colageno tipo I. A: nervo ulnar normal
com axonios integros e bainha de mielina corada em vermelho (cabeca da
seta), 40X; Cabo de regeneragédo (CR) discreto em ADSCL1 (B), moderado
em GC1 (C) e acentuado em GC1 (D), 10X. Detalhe em B, C e D, 20X.
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FIGURA 10 - Escores da maturacdo de colageno tipo | avaliados pela coloracdo de
tricromio de Masson em nervos ulnares de equinos, submetidos a técnica
de tubulizacdo e terapia celular. A: Coto proximal, B: Cabo de
regeneragdo. - Ausente; Discreta; M Moderada; M Acentuada.

Luxol fast blue

Em todos os grupos foi visualizada formacgéo mielinica em alguma porcao
do nervo ulnar. No CP observou-se predominancia de moderada mielinizacdo no GC
e discreta no grupo FCM e em ADSC2. No CR houve apenas discreta visualizacao
de mielina no GC e FCM2. Ja no CD, pbdde-se visualizar mielinizacdo discreta GC e
ADSC. O FCML1 foi o Unico que nao apresentou mielinizacdo em nenhum dos cabos
(Figura 11 e 12).

Houve diferenca em relacdo ao CP, CD e CR, porém ndo houve diferenca
em relacdo a avaliacdo dos momentos de biopsia e entre 0s grupos. Houve
correlacdo moderadamente positiva (p<0,05, r=0,425) entre as coloracdes de
tricromio de Masson e luxol fast blue nas por¢cdes de CP e CR, no momento de 13
semanas (GC1, FCM1 e ADSC1), o que demonstra que a quantidade de colageno

tipo | e de mielina aumenta simultaneamente.
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FIGURA 11 - Fotomicrografia de nervos periféricos de equinos, submetidos a
técnica de tubulizagéo e terapia celular, pela colora¢éo de luxol
fast blue, com diferentes graus de mielinizagcdo. A e B: nervo
ulnar normal com axénios integros e bainha de mielina corada
em azul (nédulo de Ranvier — cabecga da seta), 40X; Ce D: CR e
CD (respectivamente) evidenciando auséncia de mielina, 10X e
20X; E: CR com mielina discreta em CG1 (cabeca da seta), 20X;
F e G: CP com mielina discreta em CG1 (cabeca da seta), 10X e
20X; H: CP com mielina moderada em CG1 (cabeca da seta),
20X.
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FIGURA 12 - Escores de mielina avaliados pela coloragéo de luxol fast blue em nervos
ulnares de equinos, submetidos a técnica de tubulizag&o e terapia celular.
A: Coto proximal; B: Cabo de regeneracao; C: Coto distal.
Ausente; @ Discreta;ll Moderada; M Acentuada.

DISCUSSAO

Segundo STANG et al. (2009) a técnica de reconstrucao nervosa ideal
deve ser aquela que permita uma imediata reconstrucdo do nervo no momento da
lesdo; ndo crie tensdo e aprisionamento no local da sutura; n&do utilize material ndo
biodegradavel permanentemente; ndo necessite de tratamento farmacoldgico
adicional; e que permita a utilizacao de fatores de crescimento ou terapias celulares
para uma melhor regeneracdo do nervo. O procedimento cirlrgico adotado neste
experimento respeitou a maioria dos atributos citados acima, o que pode ter
contribuido para a completa formacdo do CR, o que também foi observado por
MATSUMOTO et al. (2000), WANG et al. (2005), DELISTOIANQV et al. (2006), NIE
et al. (2007), COLOME et al. (2008), MATSUTOMO et al. (2010), ORBAY et al.
(2012) e SHEN et al. (2012).

No presente estudo, observou-se, macro e microscopicamente, uma area
bem definida de tecido conjuntivo fibroso circundando os cotos proximais e distais,

adjacentes ao epineuro, com variacdo quanto a sua quantidade. De maneira
semelhante  MATSUMOTO et al. (2000), DELISTOIANOV et al. (2006),
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MATSUTOMO et al. (2010) e LIU et al. (2011), também observaram
macroscopicamente fibrose exuberante ao redor do tubo utilizado e aderéncia no
feixe vasculonervoso em todas as amostras coletadas.

A presenca de tecido conjuntivo ao redor do cabo de regeneracdo e a
formacdo de neuromas ndo foram observadas neste estudo, reafirmando o0s
achados de MELLO et al. (2001), WANG et al. (2005), HU et al. (2007), COLOME et
al. (2008), LIU et al. (2011) e ORBAY et al. (2012). O tubo de silicone suturado ao
epineuro foi eficaz em proteger o local de reparo da invasao de tecido conjuntivo,
que foi observado externamente ao tubo, mas ndo internamente. Muitos
experimentos (HU et al., 2007; KINGHAM et al., 2007; COLOME et al. 2008;
SUMMA et al., 2010; ORBAY et al., 2012; SHEN et al., 2012) tém sido realizados
usando-se invélucros ou colas nos cotos, em torno de suturas término-terminais,
com a finalidade de prevenir a invasdo de tecido conjuntivo no local do reparo,
evitando efeitos constritivos do tecido cicatricial externo. Além da protecéo
mecanica, estes envelopes promovem regeneracdo axonal longitudinal, dificultando
a formacdo de neuromas, como afirmado por HALL (2005), DELISTOIANQV et al.
(2006) e STANG et al. (2009).

Foi possivel observar que, tanto a técnica cirargica utilizada, como os
tempos de 13 e 26 semanas estipulados para biopsia, foram eficazes para a
formacdo do cabo de regeneracdo, em todas as amostras, propiciando inicio de
reorganizacao do tecido nervoso periférico com auséncia de neuromas.

Com relagdo a marcacdo pelo nanocristal, foi visualizada marcacdo em
vermelho fluorescente apenas no FCM1, confirmando que as células se mantiveram
no local da lesdo. Este padrdo de marcacédo também foi descrito por OLIVEIRA et al.
(2009), OLIVEIRA et al. (2010) e TOGNOLI et al. (2009). A auséncia de marcacao
na ADSC ja na primeira biopsia sugere, nao a falta de endocitose do marcador pelas
CTM, mas sim a ocorréncia exacerbada de proliferacdo celular tendo atingido até a
sexta ou mais geragbes, tempo limite que o marcador fica armazenado
intracelularmente (TOGNOLI et al.,, 2009; OLSSON et al., 2011). Isso pode ser
sustentado pelo fato da ADSC ser uma populagcdo mais homogénea de CTM em
relacdo a FCM, e que por definicdo, possui maior capacidade de autorenovacéo e
diferenciacdo celular (ZUK et al., 2001; MEIRELLES et al., 2006; NARDI &
MEIRELLES, 2006).
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Neste trabalho, microscopicamente, ndo houve proliferacdo axonal visivel
do coto proximal até o coto distal, apenas proliferacdo de tecido conjuntivo na regiao
entre ambos locais, e 0s mesmos achados também observados por DELISTOIANOV
et al. (2006), em cavalos e COLOME et al. (2008), em coelhos. No entanto, houve
grande quantidade de células com formato fusiforme e meia lua no tecido conjuntivo
entre os cotos, sugerindo a migracdo de fibroblastos e células de Schwann,
respectivamente para o local de regeneracdo. Isso representaria uma fase inicial da
reparacao nervosa e, provavelmente, um periodo de tempo mais prolongado poderia
ter promovido a visualizagdo de alguma regeneracdo mais evidente do CR. WANG
et al. (2005) também observaram grande quantidade de tecido conjuntivo entre os
cotos, no entanto os autores relataram presenca de axénios com bainha de mielina
fina. Os mesmos descreveram ainda que, no grupo controle, que nao recebeu a
tubulizacéo foi visualizada pequena quantidade de axdnios em dois dos cinco caes
avaliados, além de maior quantidade de tecido conjuntivo, de forma desorganizada.

O tecido conjuntivo é basicamente preenchido por colageno, o qual foi
observado de maneiras diferentes nos grupos experimentais, em relacdo ao
controle, sendo evidenciada predominancia do colageno tipo Il nos grupos FCM2 e
ADSC. Assim, infere-se maior atividade de regeneracdo e reorganizacdo dos
fasciculos nervosos. GUIMARAES et al. (2006) analisando o nervo periférico normal
do gato doméstico, observaram maior quantidade de colageno tipo | em relacdo ao
[ll, tanto no endoneuro como no perineuro. Isso contrapde os resultados desta
pesquisa, que demonstraram maior atividade do colageno tipo Il na reorganizacéo
fascicular nos grupos FCM2 e ADSC. Neste caso, a presenca de colageno tipo I
pode representar uma fase ainda imatura da reparacéo tecidual, o que é sustentado
por MCFARLIN et al. (2006), SUMMA et al. (2010), LADAK et al. (2011), LIU et al.
(2011), ORBAY et al. (2012) e SHEN et al. (2012), que evidenciaram melhor
reorganizacao tecidual nos grupos tratados com CTM em relacdo ao grupo controle.

Neste estudo verificou-se reorganizacdo de fasciculos nervosos em fase
inicial, em todos o0s grupos, porém mais acentuada nos momentos de 26 semanas
de biopsia, indicando inicio do restabelecimento de vitalidade no tecido nervoso,
mesmo na auséncia do axbénio no CR, ja que a proliferacdo de perineuro pode
caracterizar organizacgéo do tecido conjuntivo que reveste o tecido nervoso. Este fato
€ considerado satisfatorio, jA& que o tempo da regeneracdo do neurbnio com

proliferacdo axonal varia conforme a extensao a ser regenerada. Isto foi confirmado
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por MATSUMOTO et al. (2010), que avaliaram a regeneragdo nervosa periférica de
cdes, por até 12 meses apoés tubulizacdo, e verificaram melhora nas funcdes
motoras e sensitivas, quanto mais tardio o tempo poés leséo.

Com relacdo a degeneracdo walleriana (DW), esta foi observada em
todos os grupos, porém, os grupos FCM2 e ADSC apresentaram menor grau de DW
quando comparados ao GC. Isso indica que as células FCM e ADSC auxiliaram na
diminuicdo ou controle dos processos degenerativos, concordando com os achados
de COLOME et al. (2008).

Com relacdo a formacdo da bainha de mielina, evidenciou-se um
processo de mielinizacdo do CP em direcdo ao CR e CD, como € esperado em um
processo de regeneracdo nervosa periférica. De maneira semelhante, MATSUMOTO
et al. (2000), WANG et al. (2005), LIU et al. (2011) e ORBAY et al. (2012)
visualizaram, no CR, fibras nervosas mielinizadas, ainda com diametro pequeno, e
bainha de mielina fina e em maior quantidade no grupo experimental, em relagcéo ao
controle. Ja CARRIEL et al. (2011), ndo observou mielina no CD dos nervos
regenerados, apenas nas porcfes proximais e de regeneracdo, diferente do
observado neste estudo, em que foi evidenciada milelina também nas porcdes
distais.

Os nervos que receberam ADSC obtiveram melhores resultados em
relacdo aos demais grupos estudados, enfatizando a superioridade das ADSC em
relacdo a FCM e ainda ao tratamento sem algum tipo de terapia celular para a
regeneracao nervosa periférica. Isso pode ser justificado pelo fato das ADSC serem
uma populacéo celular apenas de células-tronco mesenquimais, enquanto a FCM
possui quantidade consideravelmente menor de células-tronco mesenquimais e
hematopoiéticas. Somado a isso, UEMURA et al. (2006) sugerem a possibilidade de
melhora na regeneracdo tecidual por efeitos paracrinos mediados pelas células
transplantadas, ao invés, apenas, de um processo de transdiferenciacao celular, o
gue também aumentariam as possibilidades de melhores resultados no grupo
ADSC.

Diante dos fatos obtidos e dos tempos de biopsia atribuidos, ha a
necessidade de um tempo maior para ocorrer completa regeneracdo do tecido

nervoso periférico apoés lesao.
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CONCLUSAO

A técnica cirurgica de tubulizacdo utilizada no presente estudo foi eficaz e
o tempo minimo de 13 semanas foi suficiente para a formacdo do cabo de
regeneracao, propiciando inicio de reorganizacao do tecido nervoso periférico, sem a
formacdo de neuromas. Baseado nos achados histopatologicos, a terapia com FCM
e ADSC favorece a regeneracdo nervosa periférica, visto que 0S Qrupos
experimentais apresentaram melhores resultados em relagdo ao grupo controle. A
terapia celular com ADSC é mais eficiente na regeneracdo do nervo ulnar de

equinos.
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CAPITULO 3 - EXPRESSAO DE NF, S-100, FGF-2 E GDNF NO NERVO ULNAR
DE EQUINOS APOS TUBULIZACAO E TERAPIA CELULAR COM CELULAS-
TRONCO DA MEDULA OSSEA E DO TECIDO ADIPOSO.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar a regeneragéo nervosa periférica de equinos por
meio da marcacao dos anticorpos NF (neurofilamento), S-100, fator de crescimento
fibroblastico (FGF-2) e fator neurotrofico derivado da glia (GDNF), com a realizagéo
de neurotomia e utilizacdo de tubos de silicone com solucéo salina (grupo controle —
GC, n=5), tubos de silicone com implante autélogo de fracdo de células
mononucleares (grupo FCM, n=5) e tubos de silicone com implante autélogo de
células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (grupo ADSC, n=5). A
FCM e a ADSC foram obtidas, respectivamente, da medula 6ssea e tecido adiposo
de cada animal. Realizaram-se biopsias dos nervos ulnares com 13 e 26 semanas e
avaliacdo da marcacdo do nanocristal pela fluorescéncia e dos anticorpos NF, S-
100, FGF-2 e GDNF pela imuno-histoquimica. Evidenciou-se relacdo inversamente
proporcional entre NF e S-100, com maior marcagao do NF e direcionamento axonal
no grupo ADSC, em relacdo ao GC, porém ndo foi estatisticamente significativo
(p>0,05). O grupo ADSC obteve os melhores resultados, o que demonstrou
superioridade das ADSC em relacdo a FCM para regeneracdo nervosa periférica em

equinos.

Palavras-chave: biomateriais, células-tronco adultas, fatores de crescimento,

nervos periféricos, regeneracao nervosa, tubo de silicone.

Expression of NF, S-100, FGF-2 and GDNF in equine ulnar nerve after tubing

and deposition of bone marrow and adipose stem cells.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate equine peripheral nerve regeneration through
NF (neurofilament), S-100, glial derived neurotrophic factor (GDNF) and fibroblastic
growth factor (FGF-2) antibodies labeling, by means of neurotomy using silicone
tubes with saline solution (control group — CG, n=5), silicone tubes with authologous

mononuclear cell fraction (MCF group, n=5), and silicone tubes with authologous
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adipose tissue derived stem cells (ADSC group, n=5). The MCF and ADSC were
obtained from bone marrow and adipose tissue from each animal. Nerve biopsies
were performed on the 13" and 26 ™ weeks and labeling evaluation of nanocrystals
with  fluorescence, and NF, S-100, FGF-2 and GDNF antibodies with
immunohistochemistry. It was evidenced inverse relationship between NF and S-100,
with NF stronger staining and axonal guidance in ADSC group, compared to CG, but
not statistically significant (p>0.05). The ADSC group presented the best results,
which demonstrated ADSC superiority compared to FCM in equine peripheral nerve

regeneration.

Keywords: adult stem cells, biomaterials, growth factors, nerve regeneration,

peripheral nerve, silicone tube.
INTRODUCAO

Células-tronco (CT) séo as células com capacidade de autorreplicacédo,
isto €, com capacidade de gerar uma cépia idéntica a si mesma e com potencial de
diferenciar-se em varios tecidos, originando pelo menos um tipo de descendente
completamente diferenciado. Os tecidos adultos possuem reservatérios de células-
tronco adultas (CTA) especificas que contribuem com a manutencao e regeneragao
tecidual. A medula 6ssea (MO) € um dos locais de abrigo de diferentes tipos de
CTA, como as células-tronco hematopoéticas (CTH) e mesenquimais (CTM)
(MEIRELLES et al., 2006; NARDI & MEIRELLES, 2006), tendo uma populacéo de
CTA mais heterogénea, denominada por alguns autores, como fracdo de células
mononucleares da MO (FCM) (COLOME et al., 2008; TOGNOLI et al., 2009).

Além da MO, o tecido adiposo € um local recentemente muito estudado,
por ser fonte de grande quantidade de CTM, nomeadas células-tronco derivadas do
tecido adiposo (ADSC). Essas células ja foram amplamente isoladas e
caracterizadas (ZUK et al., 2001; BUNNELL et al. 2008; VIOLINI et al., 2009; KANG
et al.,, 2012) e sdo consideradas como uma fonte atraente de células em medicina
regenerativa, a exemplo das terapias celulares e engenharia de tecidos, pois 0
tecido adiposo esta disponivel em quantidades superiores que a MO ou o sangue do
corddo umbilical (KINGHAN et al., 2007). Com estimulos e condi¢cdes locais

apropriados, as CTA, sejam as FCM ou ADSC, exibem certa plasticidade e possuem
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potencialidade de diferenciagdo em inumeras linhagens como osteoblastos,
adipdcitos, condrdcitos, cardiomiocitos, tendcitos, e células nervosas (ZUK et al.,
2002; MCINTOSH et al., 2006; MEIRELLES et al., 2006; UEMURA et al., 2006; HU
et al., 2007; KINGHAM et al., 2007; NIE et al., 2007; NIXON et al., 2008; PERONI et
al., 2008). Portanto, além de sua facil aquisicdo e expansdo em cultura, a sua
plasticidade faz com que as CTM sejam uma fonte ideal para a reparacéo tecidual e
engenharia de tecidos, inclusive o tecido nervoso (KEILHOFF & FANSA, 2011).
Tanto as células de Schwann (CSc), como os fatores tréficos sao
excenciais para a sobrevivéncia e desenvolvimento das células nervosas e outros
tecidos adjacentes (BARNETT et al., 2002; KANG et al., 2012). Os fatores
neurotréficos produzidos em uma lesdo nervosa, tem sido exaustivamente
investigados com o objetivo de acelerar o processo de regeneracdo nervosa, tanto
por darem suporte a sobrevivéncia dos axonios como por participarem ativamente
em processos de sinalizacao celular. O fator neurotréfico derivado da glia (GDNF) e
o fator de crescimento fibroblastico (FGF-2) sao fatores de transformacédo e
crescimento, possuem a capacidade de promover a manutencao e a sobrevivéncia
neural, além de auxiliarem nas funcdes de varias populacdes celulares no sistema
nervoso periférico (BOYD & GORDON, 2003; MAY et al, 2008, GOULD &
ENOMOTO, 2009; MADDURI et al., 2009; GORDON, 2010; SHIM & MING, 2010;
GUILLEMOT & ZIMMER, 2011; KANG et al., 2012; MADDURI & GANDER, 2012).
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a regeneracdo do nervo
ulnar em equinos, seccionados experimentalmente e submetido a terapia com
células-tronco, pela expressdao de componentes morfoldgicos (neurofilamento e

células de Schwann) e fatores de crescimento (FGF-2 e GDNF).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Hospital Escola de Grandes Animais da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia (Hvet-
FAV/UnB), Brasilia-DF, no Laboratério de Biotecnologia e Reproducdo Animal
(Instituto de Ciéncias Bioldgicas - IC/UnB), Brasilia-DF, e no Setor de Patologia
Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias

(EVZ/UFG), Goiania-GO. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal
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(CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia (ICB-UnB),
com protocolo UnBDOC n°75944/2088 (Anexo 1).

Utilizaram-se 15 equinos adultos, 13 fémeas e dois machos, sem raca
definida e clinicamente sadios. Os animais foram mantidos em piquetes com
alimentacéo a base de capim Tifton, racdo granulada, sal mineral e agua ad libitum.
Os animais foram mantidos em baias individuais apenas nos dias anterior e posterior
ao procedimento cirargico.

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado com trés
grupos, cinco repeticdes e dois momentos de biopsia. Os animais foram alocados
em trés grupos, com cinco animais em cada: grupo controle (GC) com utilizacéo de
soro fisioldgico; grupo FCM com deposicado de fracdo de células mononucleares da
medula 06ssea; e grupo ADSC com deposicdo de células-tronco mesenquimais
derivadas do tecido adiposo. Ambos, FCM e ADSC, foram implantes autélogos. Em
todos os grupos foi realizado o mesmo procedimento cirdrgico de tubulizacdo com
tubo de silicone, utilizando-se os dois membros de cada animal (nervo direito e
nervo esquerdo). Com isso, foram estabelecidos dois momentos de biopsia dos
nervos ulnares para cada animal: na 132 semana realizou-se a biopsia no membro
direiro (GC1, FCM1 e ADSC1) e na 262 semana, no membro esquerdo do mesmo
animal (GC2, FCM2 e ADSC2). O nervo ulnar foi escolhido como material de analise,
tanto por ser de facil acesso cirlrgico, como por ser um nervo apenas sensitivo para

esta espécie, ndo acarretando compliagdes motoras aos animais.

Colheita e isolamento da fracao de células mononucleares (FCM) e cultivo das

células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ADSC)

As amostras de MO e tecido adiposo foram colhidas no Hvet (FAV/UnB) e
encaminhadas ao Laboratério de Biotecnologia e Reproducédo Animal (IC/UnB), para
o isolamento da FCM e ADSC.

As colheitas e os isolamentos da FCM foram realizados conforme
BARREIRA (2005) e TOGNOLI et al. (2009). Foi coletada a medula 6ssea (MO) no
0sso esterno dos cinco equinos pertencentes ao grupo FCM, utilizando-se agulha de
puncdo de MO modelo Jamshidi (Ecomed, Rio de Janeiro, Brasil), de calibre oito e
12cm de comprimento. As colheitas e os cultivos dos cinco equinos pertencentes ao
grupo ADSC foram realizados conforme BRAVO et al. (2012).
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Ao final do procedimento de isolamento da FCM e da ADSC, obteve-se
um volume de 210 pL de solugdo. Uma aliquota de 10 uL da amostra foi retirada
para quantificacdo e teste de viabilidade celular em camara de Neubauer, com o
corante Azul de Tripan 1%. Para o mapeamento celular das células injetadas no
local do procedimento cirargico, as FCM e ADSC foram incubadas com 1 pL de
nanocristal (Qtracker®655 Cell Labeling Kit, Invitrogen, California, EUA),
homogeneizadas e levadas a estufa a temperatura de 37°C por 45 minutos, para
posterior avaliacdo em microscopio de fluorescéncia. Apos a incubacao, as amostras
foram mantidas em um microtubo de plastico a temperatura ambiente e
encaminhadas imediatamente para a utilizacdo no procedimento cirargico.

Dos cinco animais pertencentes ao grupo FCM, obteve-se uma média de
77,3% de viabilidade celular e 3,15 x 10° células vivas utilizadas para implantacéo.
Dos cinco animais pertencentes ao grupo ADSC, obteve-se uma média de 92,83%
de viabilidade celular e 2,15 x 10° células vivas utilizadas para implantac&o.

Ao final da quarta passagem celular, uma aliquota do cultivo de ADSC foi
encaminhada para o procedimento de diferenciacdo celular em linhagens
adipogénica, condrogénica e osteogénica e passagem em citometro de fluxo com os
marcadores positivos mesenquimais CD105 e CD90 (mouse anti-human CD105,
Invitrogen California, EUA; mouse anti-human CD90, ABD Serotec, Oxford, Reino
Unido) e os marcadores negativos CD45 e CD11b (mouse anti-human CD45 e
mouse anti-human CD11b, ABD Serotec, Oxford, Reino Unido), para haver a
confirmacéo de que as células cultivadas pertenciam a linhagem de CTM, também
conforme BRAVO et al. (2012).

Procedimento cirargico

A medicacdo pré-anestésica incluiu tranquilizacdo dos animais com
detomidina (0,02 mg/kg/lV), seguida de éter gliceril guaiacol (110mg/kg/IV) com
manutencdo em anestesia geral inalatéria com isofluorano vaporizado em oxigénio
(15mL/kg), em circuito semifechado. Realizou-se, em seguida, 0 acesso ao nervo
ulnar, que incluiu: inciséo linear da pele no terco médio do osso radio em posicao
caudolateral; divulsdo romba do tecido subcutaneo; incisdo da fascia profunda do
antebraco; e dessa maneira, a exposi¢cao do nervo ulnar e a realizagédo subsequente

da neurotomia (Figuras 1A).
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Para a realizagdo da técnica de tubulizacéo, foi utilizado um tubo flexivel
de silicone (Perfitécnica, Salto, Brasil), com comprimento de 2,0 cm e diametro
interno de 3 mm, previamente esterilizado com formoldeido 38% por 30 minutos e
lavado com solucéo fisiolégica para retirada do produto. O coto proximal do nervo
ulnar foi introduzido e fixado ao tubo, com ponto unico em “U” no epineuro, utilizando
fio de néilon 6-0. Em seguida, o coto distal foi inserido e fixado ao tubo da mesma
maneira do coto proximal, respeitando-se um espaco de 5 mm entre 0s cotos
(Figuras 1B). No interior do tubo se silicone depositaram-se as solucdes respectivas
a cada grupo: 200 pl de soro fisiolégico no GC, e 200 ul de FCM e ADSC,
respectivamente nos grupos FCM e ADSC, com uma seringa de 1 mL (Figuras 1C e
1D). Em seguida, realizou-se a reaproximacdo do tecido subcutdaneo com o fio
absorvivel Caprofyl (Ethicon, Cornelia, EUA) e, a sutura de pele em pontos
separados simples. Todos o0s procedimentos cirargicos e poés-cirirgicos foram
realizados no Hvet (FAV/UnB).

Os animais foram mantidos em baias individuais e receberam
antibioticoterapia sistémica com penicilina benzatina (30.000 Ul/kg/IM) em trés
aplicacoes, a cada 48 horas, e fenilbutazona (4,4 mg/kg/IV), uma vez ao dia, por trés
dias consecutivos. Os curativos foram realizados a cada sete dias, até a remocao da
sutura de pele e bandagem com 13 dias de p6s-operatério.

C D
FIGURA 1 - Procedimento de tubulizacdo e aplicacao do soro fisioldgico,
FCM e ADSC em nervos periféricos de equinos. A: neurotomia
do nervo ulnar de equino; B: tubo de silicone de 2 cm de
comprimento e a fixacdo dos cotos nervosos no seu interior;
C: aplicacdo de ADSC no interior do tubo de silicone; D:
ADSC injetada no tubo de silicone.
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Colheita de material e imuno-histoquimica

Nas 132 e 262 semanas realizaram-se as biopsias dos nervos ulnares nos
trés grupos, obtendo-se um total de 30 fragmentos de 4 cm cada, compreendendo 2
cm proximais e 2 cm distais ao local da neurotomia. Para avaliagdo da marcacao
com o nanocristal em microscopia de fluorescéncia, realizou-se um imprint em
laminas histoldgicas dos fragmentos obtidos dos grupos FCM e ADSC, e as laminas
foram armazenadas ao abrigo de luz.

Os fragmentos de nervos foram fixados por 48 horas em formol a 10%
tamponado e mantidos em 4&lcool 70% até o processamento histolégico. Os
fragmentos foram cortados a 5 pm, distendidas sobre laminas histologicas
positivamente carregadas (Green Adhesion Slides Ground, Starfrost, Sakura, Alphen
aan den Rijn, Holanda) e submetidos ao procedimento de imuno-histoquimica.

Utilizaram-se o0s anticorpos NF (Monoclonal Mouse Anti-Human
Neurofilament Protein, Clone 2F11 - M 0762, Dako Cytomation, Carpinteria, EUA), S-
100 (Polyclonal Rabbit Anti-S100 - Z0311, Dako Cytomation, Carpinteria, EUA),
FGF-2 (Polyclonal Rabbit Anti-FGF-2 [147]: sc-79, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, EUA) e GDNF (Monoclonal Mouse Anti-GDNF [B-8]: sc-13147, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, EUA). Apenas as laminas do anticorpo S-100 foram
incubadas por dez minutos em solucdo de soédio dodecil sulfato a 1% (SDS).
Realizou-se o bloqueio da atividade da peroxidase e proteinas endégenas por 20
minutos (Kit Dual Block — S2003, Dako Cytomation, Carpinteria, EUA) e a
recuperacédo antigénica (RA) em solucéo de citrato (pH 6,0) em banho maria a 95°C
por 20 minutos, para o anticorpo NF e em panela de presséao elétrica a 121°C por 3
minutos para os demais anticorpos. Incubaram-se as laminas por uma hora a
temperatura ambiente com 3% de albumina de soro bovino (BSA), seguida de leite
desnatado a 10% por uma hora para os anticorpos S-100, FGF-2 e GDNF e leite
desnatado 3% por 40 minutos para o anticorpo NF. Os tecidos foram incubados em
camara umida, por 18 horas a 4°C com anti-NF (1:200) e GDNF (1:10) e em
temperatura ambiente por uma hora com anti-FGF-2 (1:200) e 30 minutos anti-S-100
(1:500), e incubados a temperatura ambiente no anticorpo secundario, com 15
minutos em cada reacdo do Kit Polyvue Mouse/Rabbit (Diagnostic Biosystems,
Pleasanton, EUA). A reacao foi revelada com solugao de

diaminobenzidinaperoxidase (STABLE DAB/PLUS, Diagnostic Biosystems,
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Pleasanton, EUA) por 30 segundos no anticorpo S-100 e um minuto e meio nos
demais anticorpos. Para fins de analise em densidade Optica, ndo foi feita a contra
coloracdo com HE.

Todos os anticorpos foram analisados quantitativamente por mensuracao da
marcacgao citoplasmética com software analisador de imagens. Foram obtidas
imagens dos fragmentos corados por DAB-peroxidase, com camera digital acoplada
ao microscopio 6ptico (Leica™ DFC 290, Weztlar, Alemanha), com a objetiva de 5X
e as marcacdes analisadas por densidade Optica utilizando o software semi-
automético Image Processing and Analysis in Java, versdo 1.44 (Image J, National
Institutes of Health, Bethesda, EUA) conforme MIOT & BRIANEZI (2010) e
representado na figura 2. Foram obtidas imagens de todo o fragmento, e as por¢des
de coto proximal (CP), cabo de regeneracdo (CR) e coto distal (CD) foram
analisadas separadamente em cada animal de todos os grupos, estabelecendo-se
uma média dos valores relativos as imagens obtidas em cada porcdo. Foram
estabelecidas comparacfes entre as por¢cdes em cada nervo, assim como entre 0s
animais, entre 0s grupos e entre os momentos de biopsia.

ApOs visualizagdo da existéncia de normalidade entre as varidveis com o
teste de aderéncia Kolmogorov-Smirnov, evidenciaram-se amostras paramétricas
nos anticorpos NF e S-100 e ndo-paramétricas nos anticorpos FGF-2 e GDNF.
Portanto, para as analises de NF e S-100 foram aplicados: Teste de Tukey para
comparacao entre os grupos, Analise de variancia para comparacdo entre 0s
periodos de biopsia, e Analise de variancia e teste t-Student para comparacao entre
as porcdes de CP, CR e CD. Para as analises de FGF e GDNF foram aplicados
teste de Kruskal-wallis para comparacao entre os grupos e entre as porcdes de CP,
CR e CD, teste de Wilcoxon para comparacdo entre os periodos de biopsia e
Correlacdo de Spearman para comparacao entre os anticorpos FGF-2, GDNF e S-
100. O nivel de significancia de 5% (p<0,05) foi considerado estatisticamente

significativo com o software IBM SPSS Statistic versao 15.
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FIGURA 2 - Imunomarcagéo dos anticorpos NF, S-100, GDNF e FGF-2 em
nervos ulnares de equinos do grupo FCM1 nas transi¢cdes de
coto proximal para cabo de regeneracdo, com a coloracdo em
marron pela diaminobenzidinaperoxidase e suas imagens
correspondentes em preto e branco convertidas pelo software
Image J, para analise por densidade 6ptica em pixels. A e B:
NF; C e D: S-100; E e F: GDNF; G e H: FGF-2. Imuno-
histoquimica, 20X.
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RESULTADOS

Houve completa formacao do cabo de regeneracdo (CR), unindo assim o
coto proximal (CP) ao coto distal (CD) em todas as amostras analisadas.

Apenas no grupo FCM1 foi observada marcagdo do nanocristal em
vermelho fluorescente, de forma discreta a moderada, em microscopia de
fluorescéncia.

Foi confirmada a diferenciacdo celular das ADSC nas linhagens
osteogénica, condrogénica e adipogénica coradas pelo Alizarin red, Alcian Blue e QOil
Red, respectivamente. Também houve confirmacdo com a marcacao positiva dos
anticorpos mesenquimais CD105 e CD90 com médias de 96,48% e 94,94%
respectivamente, e marcagdo negativa dos anticorpos hematopoiéticos CD45 e

CD11b com médias de 0,59% e 0,76% respectivamente.

Imuno-histoquimica

Com relagcédo a marcacao do anticorpo NF, pdde-se observar maior média de
marcacgao no grupo ADSC, seguida pelo GC e FCM. Na marcacao do anticorpo S-
100, o padrdo decrescente das médias foi oposto ao observado no NF, com
menores médias de marcacdo no grupo ADSC, seguida pelo GC e FCM (Tabela 1).
Portanto, nota-se uma relacdo de marcacdo inversamente proporcional entre o0s
anticorpos NF e S-100. Porém, ndo foi observada diferenca significativa quando
comparada a marcacéo dos anticorpos entre os grupos (Figura 3).

Foi verificada diferenca significativa, apenas em relacdo ao anticorpo S-100
entre os grupos FCM e ADSC, os quais nao diferenciaram significativamente do GC
como pode ser visualizado na tabela 1 e figura 3.

Apesar de ter ocorrido uma predominancia do S-100 em relacdo ao NF,
na maioria das amostras, ndo houve diferenca significativa entre as porgoes (CP, CR
e CD) e os momentos de biopsia (132 e 262 semana). Com relacdo a intensidade de
marcacado dos anticorpos NF e S-100 nas diferentes por¢gées CP, CR e CD, houve
predominéncia de valores do CR comparando-se aos do CP e CD em ambas as
analises. Porém, o CD demonstrou-se inferior ao CR e superior ao CP, evidenciando

maior concentracdo de marcacgéo dos anticorpos no CR (Tabela 1).
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TABELA 1 - Intensidades de marcacao dos anticorpos NF e S-100 dos grupos experimentais
e porcdes de nervos periféricos de equinos, submetidos a técnica de
tubulizacao e terapia celular. Valores referentes a média e devio padréo.

NF S-100
CP CR CD Média CP CR CD Média
cc1 | 18,118 30,100 22,945 23,777 | 19,834 25910 24,256 23,333
+19, 057 +13,495 +19,514 +16,839 +14,527 +10,188 +11,890 +11,721
Gco | 16,637 23214 13,040 17,958 | 29,487 32,984 27,841 30,557
9,412 +8,134 +6,130 18,661 16,398 +3,3803 19,238 +20,218
GC 20,867 26,2232
+13,469 +15,700
Fcm1 | 20,301 15239 12,608 16,601 | 25099 36,014 34,736 31,521
+10,967 +14,195 +11,759 +11,837 19,183 +23,656 +12,648 +16,416
Fcm2 | 17,005 19,632 31,607 22,115 | 18,283 24,795 28,108 23,416
+8,367 +8,628 +35,505 +19,377 7,984 8,126 7,21 +10,872
FCM 19,689 27,318%
+16,418 +14160
ADSC1 | 30,633 34,037 13,616 26,706 | 12,940 28,275 18,033 19,749
+5,151 +13,509 +10,929 +13,490 +7,705 +19,357 +6,554 +13,412
ADSC2 | 17,874 26,645 32,463 25175 | 13,728 14,122 15206 14,352
+7,310 +8,148 +17,742 +12,132 +8,388 +12,894 +6,924 +10,438
ADSC 25,912 17,050%
+12577 +12,123

CP: coto proximal; CR: cabo de regeneracéo; CD: coto distal
Teste: Anadlise de Varidncia (p<0,05). Letras minuUsculas diferentes na mesma coluna
indicam a existéncia de diferenca significativa entre grupos pelo teste de Tukey (p<0,05).
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FIGURA 3 - Padrédo de marcagdo dos anticorpos NF e S-100 de nervos periféricos de
equinos, submetidos a técnica de tubulizacéo e terapia celular. A: médias de
marcacdes de todos os grupos, com demonstracdo, em linha, da marcacéo
inversamente proporcional entre os dois anticorpos. B: médias de marcagfes
dos trés grupos. Letras minasculas diferentes indicam a existéncia de
diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Em relacdo a marcacdo dos anticorpos FGF-2 e GDNF, ambos
apresentaram medias inferiores aquelas de NF e S-100 em todos os grupos. Tanto
para FGF-2, como GDNF, o GC apresentou as maiores médias de marcacao,
seguidas pelo grupo FCM e, por ultimo, o grupo ADSC com valores
consideravelmente menores (Figura 4 e Tabela 2). Na comparacdo entre os trés
grupos, os GC e FCM diferenciaram significativamente (p<0,05) do grupo ADSC,
porém apenas para 0 anticorpo GDNF, sem significancia nas comparacdes do
anticorpo FGF-2 (Figura 4 e Tabela 2).

No entanto, com relacdo aos momentos de biopsia, verificou-se
significancia (p<0,05) entre os momentos de 132 e 262 semanas apenas para 0

anticorpo FGF-2 no grupo FCM (Figura 4 e Tabela 2).

Foi observada correlagcdo positiva entre os anticorpos FGF-2 e GDNF
apenas no grupo FCM (p<0,05, r = 0,4335) e no momento de biopsia de 13 semanas
(p<0,05, r = 0,3633). Entretanto, quando se analisou a correlacdo entre o0s
anticorpos S-100 e GDNF, verificou-se correlagao positiva (p<0,05) nos trés grupos
(GC, r =0,63; FCM, r = 0,39; e ADSC. r = 0,4512) e nos tempos de biopsia (13 e 26

semanas).

6,000 - 4,000 - a
5000 { AC 3,500 -
a 3,000 -
4,000 - i
AB 2,500 ab
3,000 - AC 2,000 - .
2,000 - ab ac 1,500 -
ab AC C 1,000 -
i bc
1,000 b 0,500 -
0,000 0,000
GC1 | GC2 | FCM1 | FCM2 | ADSC1 | ADSC2 GC FCM ADSC
MFGF | 1,311 | 4,466 | 4,025 | 0,589 | 1,601 | 0,805 H FGF 2,889 2,307 1,203
A H GDNF | 4,865 | 2,406 | 3,138 | 1,308 | 1,509 | 1,316 B H GDNF 3,636 2,223 1,412

FIGURA 4 - Padrdo de marcacdo dos anticorpos FGF-2 e GDNF de nervos periféricos de
equinos, submetidos a técnica de tubulizacdo e terapia celular. A: médias de
marcacdes de todos os grupos. B: médias de marcacdes dos trés grupos.
Letras mailsculas ou minusculas diferentes indicam a existéncia de diferenca
significativa entre grupos (da mesma variavel) pelo teste de Kruskal-wallis
(p<0,05).
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TABELA 2: Intensidades de marcagdo dos anticorpos FGF-2 e GDNF dos grupos
experimentais e porcdes de nervos periféricos de equinos, submetidos a técnica
de tubulizag&o e terapia celular. Valores referentes a média e devio padréo.

FGF-2 GDNF
CP CR CD Média CP CR CD Média
ce1 | 0336 1745 1,852 1,311% 1,129 2,495 10,971  4,865°
$0,237 11208 +2,799 +0,846 +0,639 +2319  +20,87 +5,332
GC2 4,057 5285 4,057 4,466% 2057 1,408 3,753 2,406 %
+6,556 49,917 +6,687 +0,709 +1,828 +1,703 +5,214 +1,211
A
e 2,889 3,636
+2,231 +1,739
Fom1 | 2057 4618 5402 4,0252 2937 2,888 3,589 3,138%
+1,302 +3,567 +7,001 +1,749 +1,912 +2,599 +3,20 +0,391
FCM2 0,496 0,761 0,512 0,589° 1,297 1,141 1,487 1,308%
+0,492 +1,027 +0,266 +0,148 +0,483 +1,06 +2,279 +0,173
AB
FCM 2,307 2,223
+2,430 +1,294
ADSCL 1,037 2,564 1,203 1601® | 0675 1,613 2,241  1,509%
+1,535 +3,088 +3 106 +0,837 +0,583 +2,364 +4,118 +0,788
ADSC2 | 0739 0713 0,963 0,805 | 0,252 1,613 2,083 1,316°
+0,551  +0,482 1,027 +0,137 +0,169  +2,364 +1,703 +0,950
C
ADSC 1,203 1,413
+0,563 +0,136

CP: coto proximal; CR: cabo de regeneracéo; CD: coto distal
Letras diferentes na mesma coluna indicam a diferenca significativa entre grupos
(maiusculas) e momentos de biopsia (mindsculas) pelo teste de Kruskal-wallis (p<0,05).

DISCUSSAO

Neste estudo utilizou-se o silicone, um polimero misto, como invélucro,
que é largamente empregado em pesquisas de reparacdo nervosa periférica. De
acordo com STANG et al. (2009) e MADDURI & GANDER (2012), os biomateriais
desempenham um papel central no desenvolvimento de condutos ou invélucros
nervosos, 0s quais influenciam significativamente na adesdo, proliferacdo e
migracao celular. Com isso, KEILHOFF & FANSA (2011) e MADDURI & GANDER

(2012) sugerem, ndo apenas o0 invllucro como guia e prote¢cdo, mas também a
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utilizac@o de terapias complementares como células ou fatores de crescimento e de
informacao topografica como orientadores nano ou microestruturas. Adicionalmente
a técnica de tubulizacdo, neste experimento, valeu-se da terapia com CTM
provenientes de dois locais, um da MO e o outro do tecido adiposo, ambas
submetidas ao marcador nanocristal, com intuito de obter melhor visualizagdo dos
resultados da regeneracao nervosa periférica.

Com relacdo a regeneracdo nervosa, observou-se relacdo inversamente
proporcional dos anticorpos S-100 e NF, o que confirma uma maior atuacéo das CSc
anteriormente a um crescimento axonal. O mesmo pode ser extrapolado a
possibilidade de aceleracdo deste processo aos grupos que receberam células
(FCM e ADSC), ja que se verificou maior marcacdo do anticorpo S-100 no GC e
menor no FCM e ADSC respectivamente, contrapondo ao observado para o
anticorpo NF. Assim, presume-se que, enquanto o GC ainda estava na fase de
proliferacdo de CSc CSc e inicio de formagdo das bandas de Bungner e dos cones
neurais, 0S grupos experimentais, ja haviam passado por esta fase, ja apresentando
maior formacdo dos cones axonais e consequente expressao de NF em direcao
distal. Em ambos os anticorpos e em todos os grupos, houve predominéancia de
marcacdo no CR em direcdo ao CD, reafirmando o processo de proliferacdo e
crescimento celular em direcao a porcéo distal do nervo. No entanto, apesar dessa
diferenca nas marcacfes entre 0s grupos experimentais e controle, as mesmas nao
foram significativas (p>0,05), quando se comparou os dois anticorpos entre 0s
grupos e as por¢cdes, mostrando que apesar de presentes, as alteracdes foram sutis.
Apenas com relagdo ao anticorpo S-100 verificou-se diferenca significativa entre os
grupos FCM e ADSC, reafirmando a aceleracdo no processo de regeneracao no
grupo ADSC.

Neste estudo, foram implantadas duas concentracbes celulares
diferentes, de 2,15 x 10° células no grupo FCM e 3,15 x 10° no ADSC, o que esta
dentro do valores citados por AQUINO et al. (2006) e HU et al. (2007), que sugerem
quantidades entre 4 x 10° a 2 x 107 células por implantacdo. Nesse sentido, a menor
quantidade de células injetadas no grupo ADSC, em relagdo ao FCM, néo
influenciou negativamente no processo de regeneracdo. Ao contrario, pdde-se
observar melhor qualidade no resultado da regeneracdo nervosa no grupo ADSC,
mesmo com valores inferiores, sugerindo a superioridade dessas células frente a um

processo regenerativo nervoso. Com isso, apesar da auséncia de diferencas
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significativas entre o0 GC e grupos experimentais, houve, principalmente do grupo
ADSC, melhor evidenciagdo do direcionamento axonal pela marcagdo com o
anticorpo NF na direcdo de CR para CD.

Com relacao aos fatores de crescimento produzidos pelas CSc, pbéde-se
visualizar correlagdo positiva da marcagdo de S-100 com o fator de crescimento
GDNF (p<0,05), demonstrando relacdo diretamente proporcional dos dois
componentes. NOs grupos que apresentaram maior marcacao de S-100 também foi
encontrada maior marcacado de GDNF, sendo que o GC apresentou o maior indice e
0 grupo ADSC o menor. Esses dados comprovam o fato do grupo ADSC ter
apresentado os maiores valores de NF, possivelmente por estar em uma fase mais
adiantada do processo de regeneracdo nervosa. De forma semelhante, o fator FGF-
2 manteve a mesma orientacdo de marcacédo do fator GDNF, demonstrando relacéo
de atuagéo entre os dois fatores, conforme relatado por BARNETT et al. (2002) e
GUILLEMOT & ZIMMER (2011).

KANG et al. (2012) estabeleceram cultivo e diferenciacdo de ADSC em
matriz contendo FGF-2 e demonstraram maior adesdo e diferenciacdo das ADSC.
Os autores concluiram que os mecanismos de adesdo celular mediados pela
interacdo entre heparina, FGF e integrinas influenciam diretamente na diferenciagao
de células-tronco, o que pode ser utilizado posteriormente para avaliagdo ou controle
do destino dessas células em terapias celulares com o uso de biomateriais. Isso
corrobora, em parte, os resultados deste trabalho, no qual observou-se maior indice
de NF no grupo ADSC, o que sugere maior interacédo prévia das ASDC com o FGF e
GDNF, o que pode ter favorecido os mecanismos de atuacdo das CTM.

Ainda, segundo SULAIMAN & GORDON, (2000) e WALSH et al. (2012),
ao longo do tempo de denervacdo, as CSc tornam-se refratarias a neurotrofinas e
neuregulinas, diminui sua acao nos receptores necessarios, e acaba por falhar na
sua capacidade para interagir com axonios e outras células ndo-neuronais. Com
iISso, a utilizagcao apenas do cultivo de ADSC, como realizado no grupo ADSC, torna-
se uma opgéao interessante do ponto de vista da aceleracdo dos processos de
interacdo celulares, pois sendo uma populagcdo maior e mais homogénea de CTM,
ocorre otimizagcdo quanto a atuacdo celular no local e a possibilidade de
diferenciacdo celular. Isso pdde ser observado neste trabalho, pelos menores
indices de S-100 e dos fatores de crescimento nos grupos experimentais, em

contraste a maior quantidade de NF, inferindo reducdo da necessidade de atuacéo
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dos fatores de crescimento com as CSc por ja haver formac¢do dos cones axonais.
Uma alternativa para debelar a queda na producao dos fatores de crescimento pelas
CSc, seria a aplicacao exogena de fatores de crescimento em lesbes crénicas de
nervos periféricos, como sugerido por MAY et al. (2008), MADDURI et al. (2009),
GORDON (2010) e MADDURI et al. (2010).

A utilizacdo de FCM e ADSC se mostrou satisfatoria, visto que 0s grupos
experimentais obtiveram melhores resultados em relacdo ao grupo controle, quanto
a maior marcacéao do anticorpo NF e direcionamento axonal do cabo de regeneracao
para o cabo distal, demonstrando uma melhor regeneracdo axonal nesses dois
grupos, mas particularmente no grupo ADSC, enfatizando a superioridade de tais
células nas condicbes do estudo. Porém, sugere-se que ha a necessidade de um
tempo maior para ocorrer completa regeneracdo do tecido nervoso periférico apos
leséo.

Portanto, a utilizacdo de terapias auxiliares para melhorar a regeneracao
nervosa periférica, seja com células-tronco, fatores de crescimento ou biomateriais
como enxertos, deve ser cuidadosamente avaliada e mensurada, para que se
chegue a um consenso final de qual a melhor forma de utilizacdo de cada uma
delas, como afirmado por PAN et al. (2006) e KEILHOFF & FANSA (2011).

CONCLUSAO

A terapia celular com FCM e ADSC, especialmente com ADSC, favorece
a regeneracdo axonal do nervo ulnar de equinos, por otimizar a sintese de

neurofilamentos e direcionamento do cabo de regeneracdo ao coto distal.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

A regeneracao nervosa, tanto central como periférica, € alvo de intensas
pesquisas, por ser de ocorréncia extremamente frequente e normalmente aliada a
grandes perdas funcionais nos pacientes afetados. Devido & sua alta complexidade
e consequentemente grande probabilidade de insucesso, a regeneracdo de nervos
periféricos estd sendo cada vez mais estudada e elucidada com a utilizacdo de
técnicas de genética e biologia molecular. Estudos recentes vém demonstrando
gue inumeras moléculas e células, como os fatores e crescimento, células de
Schwann (CSc) e fibroblastos, sdo o0 suporte essencial para uma regeneracao
nervosa bem sucedida, tanto para regenerar os axénios corretamente, como para
restabelecer as conexdes com seus tecidos alvos.

Com isso, trés conceitos principais foram estabelecidos e sao
frequentemente estudados na engenharia de tecidos para regeneracdo nevosa
periférica: 1. bainhas nervosas combinadas com fatores de crescimento; 2. bainhas
nervosas adicionadas com CSc cultivadas; e 3. bainhas nervosas adicionadas com
diferentes tipos de células-tronco. Atualmente, as células-tronco adultas (CTA)
estdo no auge das pesquisas de engenharia de tecidos e medicina regenerativa por
possuirem propriedades desejaveis de diferenciacdo, autorrenovacdo e
mecanismos celulares paracrinos de interagéo local.

Frente a esses conceitos ja consagrados na literatura, a realizacao deste
trabalho considerou a possibilidade de que as CTA, quando injetadas no local da
lesdo nervosa, pudessem melhorar o processo de regeneracéo tecidual, devido as
suas caracteristicas mencionadas acima. Assim, diante de tal perspectiva,
considerou-se a utilizacdo das CTA obtidas tanto da medula 6ssea (MO), a fracédo
de células mononucleares (FCM), como do tecido adiposo, para uma avaliacdo dos
efeitos destas células na regeneracdo nervosa periférica de equinos. Além disso,
averiguar também qual dos dois tipos celulares atuariam melhor nesse processo
regenerativo, ja que sao duas fontes potenciais de obtencdo de CTA em humanos
e animais domésticos.

Com a utilizacdo das CTA, foi possivel observar tanto diminuicdo dos
processos celulares degenerativos, como uma melhora estrutural dos nervos

ulnares, com maior reorganizacao tecidual e direcionamento axonal para o coto
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distal de maneira mais evidente. Aliado a isso, o fato de se ter observado maior
marcacdao do S-100 e fatores de crescimento no grupo controle, reitera essa
possibilidade de aceleracdo no processo regenerativo com o uso das CTA, uma
vez que, a maior autacdo das CSc é precedente ao crescimento do cone axonal em
direcao distal.

Comparando-se os dois tipos celulares utilizados, as ADSC promoveram
resultados superiores aos da FCM, o que possivelmente pode estar correlacionado
a uma maior potencialidade de proliferacéo deste tipo celular, aumentando assim, a
populacdo celular local que atuaria no processo regenerativo. Isso pode ser
confirmado pela marcagéo realizada com o nanocristal, em que a auséncia de
marcacdo nas ADSC sugeriu a ocorréncia exacerbada de proliferacdo celular, ja
gue € uma populacdo mais homogénea de CTM em relacdo a FCM, tendo assim,
maior capacidade de autorrenovacgao.

Desta maneira, as CTA, mas principalmente as ADSCs, demonstraram
boas expectativas quanto a possibilidade de emprego na regeneracao tecidual,
como uma alternativa promissora para futura aplicacdo clinica na medicina
regenerativa e engenharia de tecidos. As visiveis vantagens da utilizagdo das CTA
estdo, no momento, direcionando a comunidade cientifica a investigar de que
maneira e em quais os fendtipos celulares essas células podem se diferenciar in
vitro e in vivo e quais os subsideos fornecidos para a recuperacdo dos nervos
periféricos lesionados.

Para a realizacao de tal estudo na espécie equina, foi selecionado o nervo
ulnar como material de analise, tanto por ser de facil acesso cirargico, como por ser
um nervo apenas sensitivo para esta espécie, ndo acarretando compliacdes
motoras aos animais. Além disso, inerva uma regido que € amparada por outors
nervos importantes, como radial e mediano, que suprem a auséncia do nervo ulnar
mediante uma leséo. Assim, foi possivel realizar todo o procedimento experimental,
sem ocasionar problemas locomotores e sensitivos aos animais, que foram todos

destinados a adocao apés o término do projeto.
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Quadro 1: Analise qualitativa e estatistica pelo teste Qui-Quadrado das variaveis histoldgicas
avaliadas pela coloracdo de HE nos grupos controle e experimentais.

Controle FCM ADSC
Variavel Escores (N=10) (N=9) (N=10) p
n % n % n %
Ausente 4 40,0 7 77,8 2 20,0
Hemorragia Discreto 6 60,0 - 0,00 7 70,0 |0,019
Moderado - 0,0 2 22,2 1 10,0
Ausente 1 10,0 3 33,3 5 50,0
Hiperemia Discreto 7 70,0 5 55,6 5 50,0 |0,297
Moderado 2 20,0 1 11,1 — 0,0
Ausente - 0,0 1 10,0 - 0,0
Degeneragéo Discreto - 0,0 4 40,0 8 80,0
Walleriana Moderado| 4 40,0 3 30,0 2 20,0 |0,007
Acentuado 6 60,0 2 20,0 - 0,0
Ausente 1 10,0 1 11,1 1 11,1
Reorganizago Discreto 5 50,0 5 55,6 3 33,3
fascicular Moderado| 2 20,0 3 33,3 4 | 44,4 (0,785
Acentuado 2 20,0 - 0,0 1 11,1
Infiltrado inflamatorio
Ausente 1 10,0 2 20,0 5 50,0
Linfoplamocitario Discreto 7 70,0 8 80,0 5 50,0 |0,093
Moderado 2 20,0 - 0,0 - 0,0
- Ausente 9 90,0 10 100,0 10 100,0
Neutrofilico Discreto 1 100 — 0.0 ~ 0.0 0,355
Ausente 7 70,0 7 70,0 2 20,0
Eosinofilico Discreto 2 20,0 3 30,0 8 80,0 |0,042
Moderado 1 10,0 — 0,0 - 0,0
. L Ausente 10 100,0 10 100,0 6 60,0
Linfocitario Discreto ~ 0.0 — 0.0 4 40.0 0,010
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Quadro 2: Andlise qualitativa e estatistica pelo teste Qui-Quadrado das variaveis histolégicas
avaliadas pela coloracdo de HE nos tempos de biopsia (132 e 262 semana).

-, 132 semana (N=15) | 262 semana (N=14)
Variavel Escores p
n % n %
Ausente 9 60,0 4 28,6
Hemorragia Discreto 6 40,0 7 50,0 | 0,083
Moderado - 0,0 3 21,4
Ausente 5 33,3 4 28,6
Hiperemia Discreto 8 53,3 9 64,3 | 0,791
Moderado 2 13,3 1 7,1
Ausente - 0,0 1 6,7
Degeneracéo Discreto 3 20,0 9 60,0
: 0,072
Walleriana Moderado 6 40,0 3 20,0
Acentuado 6 40,0 2 13,3
Ausente 3 21,4 - 0,0
Reorga_nizagéo Discreto 9 64,3 4 28,6 0.013
fascicular Moderado 1 7.1 8 57,1 |
Acentuado 1 7,1 2 14,3
Infiltrado inflamatério
Ausente 1 6,7 7 46,7
Linfoplamocitério Discreto 12 80,0 8 53,3 | 0,026
Moderado 2 13,3 — 0,0
Neutrofilico Agsente 14 93,3 15 100,0 0,309
Discreto 1 6,7 - 0,0
Ausente 6 40,0 10 66,7
Eosinofilico Discreto 8 53,3 5 33,3 | 0,260
Moderado 1 6,7 - 0,0
Linfocitario Af‘se”te 15 100.0 1 733 0,100
Discreto - 0,0 4 26,7
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Quadro 3: Analise qualitativa e estatistica pelo teste Qui-Quadrado das variaveis histolégicas
avaliadas pela coloracdo de HE nas por¢des de cabo proximal (CP), cabo de
regeneracao (CR) e cabo distal (CD).

., CP (N=17) CR (N=9) CD (N=3)
Variavel Escores . % o % . % p
Ausente 9 52,9 3 33,3 1 33,3
Hemorragia Discreto 7 41,2 4 44.4 2 66,7 | 0,585
Moderado 1 5,9 2 22,2 - 0,0
Ausente 5 29,4 3 33,3 1 33,3
Hiperemia Discreto 9 52,9 6 66,7 2 66,7 | 0,667
Moderado 3 17,6 - 0,0 - 0,0
Ausente 1 5,9 - 0,0 - 0,0
Degene!‘agéo Discreto 3 17,6 6 66,7 2 66,7 0214
Walleriana Moderado 6 35,3 2 22,2 1 333 |
Acentuado 7 41,2 1 11,1 - 0,0
Ausente 2 11,8 - 0,0 1 50,0
Reorga:nizagéo Discreto 9 52,9 3 33,3 1 50,0 0.306
fascicular Moderado 5 29,4 4 44.4 - 0,0 ’
Acentuado 1 5,9 2 22,2 - 0,0
Infiltrado inflamatoério
Ausente 2 11,8 3 33,3 2 66,7
Linfoplamocitario | Discreto 13 76,5 6 66,7 1 33,3 0,219
Moderado 2 11,8 - 0,0 - 0,0
. Ausente 16 94,1 9 100,0 3 100,0
Neutrofilico Discreto 1 5.9 ~ 0.0 — 0.0 0,694
Ausente 10 58,8 4 444 1 33,3
Eosinofilico Discreto 6 35,3 5 55,6 2 66,7 | 0,726
Moderado 1 5,9 - 0,0 - 0,0
Linfocitario Aysente 17 100,0 6 66,7 2 66,7 0,037
Discreto - 0,0 3 33,3 1 33,3

Quadro 4: Andlise qualitativa e estatistica pelo teste Qui-Quadrado das variaveis histolégicas
avaliadas pelas coloracdes de Tricrémio de Masson e Luxol fast blue nos grupos
controle e experimentais.

Escores Controle (N=19) FCM (N=19) ADSC (N=19) p
Tricromio Masson n % n % n %
Discreto 7 36,8 10 52,6 13 68,4 0.264
Moderado 9 47,4 7,0 36,8 6 31,6 '
Acentuado 3 15,8 2,0 10,5 - 0,0

Escores Controle (N=30) FCM (N=28) |ADSC (N=30) p

Luxol fast blue n % n % n %

Ausente 14 46,7 18 64,3 21 70,0 0.289
Discreto 10 33,3 8 28,6 7 23,3 '
Moderado 6 20,0 2 71 2 6,7
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Quadro 5: Andlise qualitativa e estatistica pelo teste Qui-Quadrado das variaveis histolégicas
avaliadas pelas coloractes de Tricromio de Masson e Luxol fast blue nos tempos
de biopsia (132 e 262 semana).

Escores 13a(NsE;n8§ma ZG?NSf;ngz;na
Tricromio Masson n % N % P
Discreta 12 42,9 18 62,1
Moderada 12 42,9 10 34,5 0,205
Acentuada 4 14,3 1 3,4
Escores 13a(sNe_r22)na 26a(§?Tf)n a
Luxol fast blue . % . % P
Ausente 28 63,6 25 56,8
Discreto 11 25,0 14 31,8 0,767
Moderado 5 11,4 5 11,4

Quadro 6: Andlise qualitativa e estatistica pelo teste Qui-Quadrado das variaveis
histolégicas avaliadas pela coloracdo de Luxol fast blue nas por¢bes de

cabo proximal (CP), cabo de regeneracgéo (CR) e cabo distal (CD).
CP CR CD
Escores (N=29) (N=30) (N=29) p
n % n % n %
Ausente 4 13,8 25 83,3 24 82,8
Discreto 15 51,7 5 16,7 5 17,2 | 0,001
Moderado 10 34,5 - 0,0 - 0,0

Quadro 7: Valores médios, devios padréo e Andlise de Variancia das marcacdes
dos anticorpos NF e S-100 nos grupos controle e experimentais, e
nos tempos de biopsia (132 e 262 semana).

Grupo / Variavel n Média Desv~|o P
Padréo
NF
Controle 28 20867 13469 0.243
FCM 25 19689 16418 ’
ADSC 27 25912 12577
S-100
Controle” 25 26223 15700
FCMA:®B 27 27318 14160 0.012
ADSC*' ¢ 30 17050 12123
Periodo / Variavel n Média Desv~|o P
Padréo
NF
132 semana 38 22702 14617 0,768
262 semana 42 21749 14088
S-100
132 semana 43 24558 14372 0,389
262 semana 39 21761 14847




Quadro 8: Valores médios, devios padrdo e analise estatistica das marcacdes

dos anticorpos

FGF-2 e GDNF

nos grupos controle e

experimentais, e nos tempos de biopsia (132 e 262 semana).

Grupo / Variavel n Média Fl?esvlo P
adrao
FGF-2
Controle 30 2,88 5,47 0.35
FCM 28 2,43 3,70 ’
ADSC 30 1,20 1,60
GDNF
Controle” 30 3,63 8,79
FCM"® 29 2,24 2,15 0,0017
ADSC© 30 1,17 2,07
Periodo / Variavel n Média Desvio P
Padrao
FGF-2
132 semana 45 2,31 3,23 0,057
262 semana 43 2,02 4,62
GDNF
132 semana 45 3,17 7,25 0,06
26% semana 44 1,51 2,22

Teste: Kruskal-wallis (grupos) e Wilcoxon (tempos de biopsia).
Letras diferentes indicam a existéncia de diferenca significativa
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