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RESUMO

As lesdes de nervos periféricos por neurotmese apresentam resultados
paradoxais na recuperacgdo pela auséncia na regeneragdo. Assim, manter o
ambiente permissivo de crescimento no coto distal apos a lesdo é essencial,
sendo as células de Schwann chaves neste processo. A terapia celular
apresenta potencial para a regeneragcdo nervosa, baseado na substituicdo
celular e promocado do crescimento axonal. As células tronco mesenquimais
multipotentes de tecido adiposo (CTMM-TA) sdo uma fonte promissora pela
facil obtencdo, expansdao in vitro e por apresentarem propriedades
imunomoduladoras e antinflamatoérias. Neste sentido, o objetivo deste estudo
foi comparar os efeitos do transplante de CTMM caninas e murinas em
combinagdo com a técnica de tubulacdo com veia descelularizada, na
regerenaragdo do nervo ciatico em modelo experimental de neurotmese em
ratos. Ratos Wistar submetidos a neurotmese do nervo ciatico foram divididos
em 5 grupos: Grupo controle (GC), Grupo denervado (GD), Grupo Transplante
de Veia descelularizada (GV), Grupo Veia + células tronco mesenquimais
multipotentes caninas (GCTMMc), Grupo Veia + células tronco mesenquimais
multipotentes murinas (GCTMMm). Apds a marcagdo com nanocristais
fluorescentes e viabilidade celular, 1 x 10° CTMM caninas e murinas foram
injetadas depois da realizacdo da lesdo experimental por neurotmese com
10mm por tubulagdo com veia descelularizada nos grupos GCTMMc e
GCTMMm, e solugéo tampao salina de Hank's (HBSS) no grupo veia (GV).
Durante o periodo de 35 dias, o indice de funcionalidade do nervo ciatico
(IFNC) e a eletroneuromiografia (ENMG) foram realizadas para avaliar a
recuperacdo funcional. Analises histologicas e imunohistoquimicas foram
efetuadas para revelar a mielinizagao, a producédo de fatores neurtréficos e a
persistencia das CTMM. Observaram-se resultados positivos funcionais nos
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dias 27 e 35 no grupo tratado com GCTMMm. Os resultados eletrofisiologicos
de laténcia (m/s) e amplitude (mV) no nervo ciatico foram superiores nos
grupos GCTMMc e GCTMMm. Na avaliagdo do numero e a densidade de fibras
nervosas, os grupos GCTMMm e GCTMMc, mostraram melhores resultados.
Foi observado uma expressao significativamente alta de BDNF no grupo
GCTMMec, associado com o incremento na expressdo da proteina S-100 nos
grupos GCTMMc e GCTMMm, comparado com o GD. Demonstrou-se,
também, que as CTMM derivadas do tecido adiposo canino e murino
apresentaram efeitos positivos na regeneragdo do nervo ciatico apos

neurotmese em ratos.

Palavras-chave: Nervo ciatico, Células-tronco mesenquimais, Regeneracao

nervosa ,Terapia celular, Medicina regenerativa
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ABSTRACT

The peripheral nerves injury by neurotmesis presents confusing results in the
recovery by the lack of regeneration. Thus, it is essential to maintain a growth
permissive microenvironment in the distal stump following injury for Schwann
cells. The cell therapy has therapeutic potential for nerve regenertion, based on
cell replacement and promotion of axonal growth. Adipose-derived multipotent
mesenchymal stem cells (AdMSC) are a promising source for easy retrieval and
expansion in vitro and have immunomodulatory and anti-inflammatory
properties. The objective of this study was to compare the effects of canine and
murine  MSC transplantation in combination with the tubulization of
decellularized vein in sciatic nerve regeneration. Wistar rats were divided into 5
groups: control group (CG), denervated group (DG), decellularized vein
transplantation group (VG), vein + canine MSC group (cMSC) and vein +
murine MSC group (MMSC). After labeling with fluorescent nanocrystals and
cell viability, 1 x 10° canine and murine MSC were injected after experimental
injury for neurotmesis with 10mm and tubulization with decellularized vein in the
cMSC and mMSC groups. During a period of 35 days the sciatic nerve
functional index (SFI) and electroneuromyography (EMG) were performed to
access functional recovery. Histological analysis and immunohistochemistry
were performed to evaluate myelination, neurotrophic factor production and
persistence of MSC. It was observed functional postive results at 27" and 35"
days in the group treated with mMSC. The electrophysiologycal results of
latency (m/s) and amplitude (mV) in the sciatic nerve, they were higher in
groups cMSC and mMSC. In assessing the number and density of nerve fibers,
mMSC and cMSC groups showed better results. It was observed a significantly

higher BDNF expression than the cMSC group, associated with increased
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expression of S-100 protein in the cMSC and mMSC groups compared to the
GD. Also, it has been shown that MSC canine and murine derived of adipose
tissue (AdMSC) showed positive effects on the sciatic nerve regeneration in the

rat model neurotmesis.

Key words: Sciatic nerve, Mesenchymal stem cells, Nerve regeneration,
Celular therapy, Regenerative Medicin
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Introdugao, Revisao de Literatura e Objetivos



INTRODUGAO

Ap6s a lesdo traumatica do nervo periférico, os corpos celulares
inflamam-se e aumentam a demanda metabdlica para a regeneragdo. Os
neurdnios proximais entram em apoptose, diminuindo, assim, a quantidade de
neurdnios regenerantes (KERSCHENSTEINER et al., 2005). As células de
Schwann, principais células da glia no sistema nervoso periférico, passam a
serem fagociticas e gerar sinais quimiotacticas e recrutam macréfagos ao local
da lesdo (GUERTIN et al., 2005; COLEMAN, 2005). Assim, inicia-se 0 processo
de degeneracdo walleriana que objetiva eliminar os detritos axoniais e de
mielina para preparar e estimular o rebrotamento axonal (NGUYEN et al.,
2002). Na neurotmese ocorre a interrupgao deste processo, com diminuigao da
regulacdo e fungdo das células de Schwann, perda do suporte axonal e
auséncia de recuperacao funcional.

O método padrdo para o reparo do nervo periférico consiste na
neurorrafia termino-terminal (LUNBORG, 2003; MATSUYAMA et al., 2000).
Embora essas técnicas sejam realizadas sem tensdo excessiva, podem
apresentar recuperacao limitada pela formagao de cicatriz, perda da orientacéo
axonal e suporte neurotréfico, levando a baixas taxas de recuperagdo. O
enxerto de nervo autélogo é o padrdao quando ha impossibilidade da neurorrafia
termino-terminal pela retracdo dos cotos, mas seu uso € limitado pela
mobilidade para a coleta de um nervo dispensavel (BRAGA-SILVA et al., 2006;
CHEN et al., 2000).

Ha anos vém-se pesquisando o uso de condutos ndo nervosos com o
principio de guiar os rebrotamentos das fibras nervosas do coto proximal ao
distal (LUNDBORG, 2003), tendo como objetivo a orientagdo do crescimento
neuronal, mediado por sinais troficos do microambiente e do coto distal,
manipulando o microambiente criado entre os dois cotos nervosos (OLIVEIRA
et al., 2010; WANG et al., 2010). Alguns tubos sintéticos e bioldgicos tém sido
testados para abrigar enxertos de nervos, células, tecidos e outras substancias,
na esperanga de que estes materiais possam promover a regeneragao



nervosa. Desvantagens no uso de material sintético tém sido reportadas, como
a ocorréncia de fibrose e compressao nervosa (OLIVEIRA et al., 2010; CHEN
et al., 2007; CHEN et al., 2000).

Contudo, nas ultimas décadas, a terapia celular tem assumido o foco
das atengbes no tratamento das injurias traumaticas do sistema nervoso
periférico. O transplante de células de Schwann, de precursores neurais, de
células-tronco mesenquimais multipotentes (CTMM) e até mesmo de
fibroblastos tem mostrado efeitos benéficos na regeneracdo de nervos
periféricos (PHINNEY E PROCKOP, 2007; HOOD et al., 2009, ZANG et al.,
2011; GU et al., 2010).

A meta primordial da terapia celular para o reparo de nervos periféricos &
estabelecer um ambiente favoravel para os axénios regenerantes, mantendo o
suporte por um periodo estendido de tempo. A reposicdo de neurdnios motores
e sensitivos e incremento da populagdo de células de Schwann, tornaria a
regeneragao mais eficiente, pela criagcdo de um ambiente favoravel. Além disto,
podem prevenir a senescéncia das células de Schwann e a baixa regulagao
durantes os periodos de recuperagdo prolongados (OLIVEIRA et al., 2010;
CHEN et al., 2007; TOMITA et al., 2012; WANG et al., 2009).

As CTMM nao hematopoiéticas sédo facilmente isoladas a partir de
diversos tecidos adultos e caracterizadas por sua extensa habilidade
proliferativa em cultura e de se diferenciar in vitro em diversas linhagens
mesenquimais (CHAMBERLAIN et al., 2007; DOMINICI et al., 2006). Devido
aos mecanismos de hipoimunogenicidade demonstrados, tais como a
modulagdo do fendtipo das células T, imunossupressdo do microambiente e
baixa expressado de alguns epitopos de superficie, as CTMM podem ser
transplantadas em  receptores alogénicos ou xenogénicos com
incompatibilidade imunologica in vivo e in vitro. Contudo, ainda n&o existe um
consenso, uma vez que se tem demostrado que pode ocorrer reagao
imunoldgica decorrente de transplantes alogénicos (LE BLANC et al., 2003; DI
NICOLA et al., 2002).

Diversos trabalhos tem demostrado que o uso de CTMM nas lesdes de
nervos periféricos objetiva a substituicdo e fusdo com as células de Schwann

lesadas com a subsequente remielinizagdo, promogao dos efeitos paracrinos



amplificando a producao de fatores neurotréficos e protegcdo axonal, liberagéo
de fatores de crescimento, efeitos imunomoduladores e antinflamatorios,
fornecimento do suporte fisico para o crescimento axonal e auxilio na
producdo de energia para o metabolismo axonal (KEILHOFF et al., 2011;
ZHAO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2010; WANG et al., 2009; CHEN et al.,
2007; DEZAWA et al., 2001).

Dentro do ambito da medicina regenerativa existem algumas importantes
questdes: como e qual o melhor tipo de célula-tronco, quantidade, dose,
frequéncia e forma de transplante, por quanto tempo podem gerar efeito e a
sua capacidade de disponibilidade no local da lesdo (migragéo). Poucas
pesquisas tem explorado possibilidade do enxerto de veia cava descelularizada
associada ao transplante de CTMM em lesbes de nervos periféricos e nao
existem trabalhos testando as CTMM caninas na regeneragédo das lesdes de
nervos periféricos.

Neste sentido, o objetivo deste estudo foi comparar os efeitos do
transplante de CTMM caninas e murinas, em combinagdo com a técnica de
tubulagdo com veia descelularizada, na regeneragdo do nervo periférico, em
modelo experimental de neurotmese do nervo ciatico de ratos. Formulou-se a
hipotese suplementagdo das CTMM apos a técnica de tubulagdo estimula a
regeneragao axonal para melhorar fungdo motora, eletrofisiolégica, morfologica

e estimular a produgao de fatores neurotroficos.



REVISAO DE LITERATURA

1 Lesao de nervo periférico

No sistema nervoso periférico (SNP), as fibras nervosas sao constituidas
pelo axénio, pela bainha de mielina e pelas células de Schwann. O citoplasma
das células de Schwann se enrola em torno ao axdénio, formando a bainha de
mielina, estruturas de tecido conjuntivo revestem o nervo. O epineuro é
composto por fibras de colageno tipo 1. Os fibroblastos e os capilares,
compdem a camada mais externa revestindo o nervo e os espacos entre os
feixes. Alguns fibroblastos dispdem-se em camadas concéntricas formando o
perineuro e a barreira hemato-neural. Ja os axénios individuas e as células de
Schwann associadas s&o revestidos por uma camada de fibroblastos, colageno
tipo Ill e capilares endoneurais formando o endoneuro (GREENSTEIN, B;
GREENSTEIN, A, 2000; SUNDERLAND, 1990).

Os nervos possuem um limite de distensibilidade. Caso este limite seja
ultrapassado havera dano, perda da sensibilidade e/ou motricidade do territorio
por ele inervado. Segundo Seddon (1942), as lesdes traumaticas de nervos
periféricos podem ser classificadas em: neuropraxia, disturbio funcional na
condugao do nervo, axonotmese, interrupcao fisica dos axdnios sem alteracao

estromal e neurotmese, completa separagao do tronco nervoso periférico.

Sunderland (1951) (1990), definiu cinco graus de lesdo nervosa na qual
incluiu a lesao do tecido conjuntivo, os graus | e Il sdo idénticos a neuropraxia e
axonotmese, mas a neurotmese é dividida no grau lll que representa a injuria
da bainha da mielina, axénio e endoneuro, o grau IV indica lesdo de todo o
tronco nervoso com o epineuro intacto, e o grau V implica na transegao

completa do nervo e tecido conectivo Figura 1.



Epineurc <=

Perineuro *
Endoneurc <

Vaso sanguineo <

Mielina <

C. Schwann
Axdnio

Sunderland I/Neurapraxia  Sunderland lI/Axonotmese

radadi:

Sunderland llI Sunderland IV Sunderland V

FIGURA 1. Nervo normal e classificagdo das les6es no SNP. Lesdo de Sunderland tipo | ou Neuropraxia (Seddon),
os fasciculos ainda se mantém intactos e apenas desaparece a bainha de mielina. C. Lesdo de Sunderland tipo Il ou
Axonotmese (Seddon), em que apenas sao preservados os tubos do endoneuro, desaparecem os axdnios e a bainha
de mielina. D. Les&o de Sunderland tipo Ill, desaparece o endoneuro e é preservado o perineuro. Lesao de Sunderland
tipo IV, desaparece o perineuro e é preservado o epineuro. Lesdo de Sunderland tipo V ou Neurotmese (Seddon), em
que ha secgao completa de todo o nervo (Adaptado de LUNDBORG, 2000).

Apoés a lesao do nervo periférico ocorre um processo de degeneragao,
conhecido como degeneragdo Walleriana (DW), que visa melhorar do
microambiente para posterior regeneragdo, se for possivel. Devido a ampla
distribuicdo do SNP as lesbes dos nervos periféricos sao relativamente
frequentes, decorrentes de esmagamento, isquemia, inflamagao, ou ainda por
secdo completa com o sem perda da substancia. Os neurdnios nao sofrem
mitoses, portanto, a destruicdo gera perda significativa. Porém, sob certas
condigbes, os seus prolongamentos citoplasmaticos tém capacidade de
regenerar, apresentando uma propriedade de recuperagcdo desde que lhe
sejam mantidas ou adicionadas condi¢des favoraveis (COLEMAN, 2005).

A DW foi estudada morfologicamente na secgao do nervo glossofaringeo
e hipoglosso por Augustus Volney Waller entre 1816-1870. Caracteriza-se pela
degeneragdo distal do axbnio seccionado, que desencadeia uma reposta
celular com eliminagdo dos detritos celulares inibitérios, induzindo a producéao

de um ambiente que suporta o rebrotamento dos axdnios, durante varios



meses apos a lesdo (GRIFFIN et al., 1995). Em mamiferos, a DW permanece
entre 7-14 dias (GEORGE; GRIFFIN, 1994), menos tempo comparado com o
Sistema nervoso central (SNC) que persiste por meses ou anos (GEORGE;
GLASS, 1995), resultando no acumulo prolongado de inibidores de mielina, que
levam a falha dos axdnios para regenerar (GEORGE; GRIFFIN, 1994).

Diversos estudos tém demostrado a sequéncia de eventos moleculares
em axoénios seccionados. A fase de degeneracdo aguda altera os segmentos
proximal e distal (KERSCHENSTEINER et al., 2005), ja a fase de laténcia ndo
apresenta alteracbes morfologicas (TSAO et al,, 1994) e a fase final de
degeneragao granular é abrupta, ocorrendo no periodo entre 24-48 horas apos
a lesédo in vivo (GEORGE E GRIFFIN, 1994) e 12-24 horas em ax0nios de
roedores in vitro (GLASS et al., 1993). Imediatamente apds a axonotomia,
desencadeia-se a degeneragao axonal aguda proximal e distal no periodo entre
5-60 min, mediado pelo influxo de Ca*? intracelular, ativagdo das vias
apoptoticas, principalmente a via da serina-treonina protease calpaina, e
posterior degradacao dos neurofilamentos e microtubulos (30 minutos apods a
lesdo) de forma retrograda e anterograda (MOLDOVAN et al., 2009; KAMPFL
et al.,1996).

Potenciais gatilhos para a degradagdo axonal s&do conhecidos. O
aumento do Ca* intraxonal e a ativagdo do sistema protease calpaina s&o
necessarios para a DW no axdénio distal. O aumento do Ca*? intracelular é
mediado pela liberacdo de reservatorios intracelulares de calcio e o influxo
mediado por canais de Ca™ tipo-L Além disso, pode haver diminuicdo da
atividade da bomba de Na+/K+ ATPase, tanto por falta de energia como por
lesdo da membrana, levando ao influxo de Na+, com a consequente
despolarizagdo da membrana e abertura dos canais de Ca*® fechados por
voltagem Por outro lado, nervos sob isquemia podem liberar Ca*? das reservas
do reticulo (GEORGE et al., 1995; MOLDOVAN et al., 2009).

Evidéncias sugerem que além do programa de degeneracdo Ca**-
dependente, a lesdo do nervo pode alterar o transporte ou a expressao de
fatores troficos para o axénio (COLEMAN, 2005). Gilley e Coleman (2010)
observaram que a inibicdo da producao de proteinas do citoesqueleto leva a



degeneragdo espontanea dos axoénio in vitro. Ainda demostraram que a
proteina axonal nicotinamida nucleotideo adenilil transferase 2 (NMNAt2) esta
envolvida com a sintese de nucleotideo de nicotinamida e adenina (NAD+), que
aporta energia para sobrevivéncia neuronal. A deplegcdo da NMNAt2 usando
siRNA induz experimentalmente a degeneragdo de axdnios nao lesados,
indicando que esta proteina contribui na sobrevivéncia axonal, relacionado a

manutencgao do transporte axonal desde o soma.

Logo apos a fase latente de DW, desencadeia-se a fragmentagéo e
desintegragdo assincronica do citoesqueleto e dos neurofilamentos, sendo
mediada pela ativagcao da calpaina protease, no periodo de 1-2 horas apds o
inicio. A velocidade de DW foi calculada em cerca de 45,6 mm/24h para as
fibras mais grossas e 252mm/24h para as fibras mais finas (KOEPPEN, 2004).

No SNP, as células de Schwann mielinizantes respondem rapidamente a
lesdo, antes da degeneragdo do axénio. Alguns receptores que permanecem
nas microvilosidades das células de Schwann sao ativados apds a axonotomia,
resultando na posterior ativacdo das proteinoquinases por mitdgenos
regulando a expressao génica, mitose e diferenciagao das células de Schwann.
No processo de DW, a separagcédo e fragmentacdo da bainha de mielina &
rapida, separando-se do soma e encurtando-se, formando assim pequenos
ovoides e, posteriormente, as células de Schwann degradam, fagocitam e
apresentam a mielina para os macrofagos, evitando-se a presenga de
moléculas inibitérias por parte das células danificadas, como a glicoproteina
associada a mielina (MAG) (GUERTIN et al., 2005; LIU et al., 1995).

Sabe-se que as células de Schwann contribuem na ativagdo da cascata
inflamatoria. A degradagdo da mielina depende da ativagdo da familia de
enzimas da fosfolipasa-A2 com ativagdo da cascada inflamatéria (MONACO et
al., 1992). Estudos em camundongos observaram que as células de Schwann
no coto distal sintetizam citocinas inflamatodrias necessarias para a quimiotaxia
de macrofagos e neutréfilos, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), as
interleucinas (IL-1a,IL-1B,IL-6), as metaloproteinases de matriz (MMP-9), o
fator inibidor de leucemia (LIF) e a proteina quimiotatica dos monaocitos (MCP-
1) entre 3 até 24 horas apés a lesdo. Portanto, os neutrofilos ativados em 24



horas fagocitam detritos celulares e posteriormente os macrofagos residentes
endoneurais e do sangue atuam entre 2 até 4 dias, finalmente os linfocitos
infiltram o nervo entre 3-28 dias, para posteriormente promover a regeneragao
do nervo (LIU et al., 1995; GRIFFIN et al., 1992).

2 Regeneragao e reparo axonal

A organizacdo do citoesqueleto do axénio é essencial para manter a
estrutura e a integridade do axdénio, sendo composto de microtubulos,
filamentos de actina e neurofilamentos. Os microtubulos e os filamentos de
actina sao estruturas dindmicas que afetam o crescimento do axénio e influem
no transporte axonal ativo. Os filamentos de actina organizam a membrana
plasmatica e proporcionam flexibilidade, mantendo a plasticidade sinaptica e
axonal (GANGULY et al., 2015).

Dentre as importantes fungdes do citoesqueleto destaca-se o transporte
ativo de proteinas, vesiculas e organelas através do axénio, mediado pelas
proteinas quinesinas, dineinas e miosinas, sendo as quinesinas as
responsaveis pelo transporte anterégrado enquanto as dineinas pelo transporte
retrégrado (KETSCHEK et al., 2015; GENTIL; COOPER, 2012).

Ao mesmo tempo em que ocorre a degeneragdo axonal, inicia-se o
processo de regeneragdo. Algumas horas apos a lesdo, filamentos
(brotamentos) do citoesqueleto do axénio penetram as colunas das células de
Schwann. Ao mesmo tempo, proteinas da matriz extracelular (MEC) e fatores
troficos sao produzidos pelas células de Schwann. As proteinas lamininas séao
expressadas e ativam receptores especificos das células de Schwann
(receptores de integrinas e distroglicanos), aumentando a sua adesao e,
fornecendo uma ligacdo molecular entre as MEC ao citoesqueleto de actina,
contribuindo no crescimento de neurites e na mielinizacdo (COLOGNATO et
al., 2005; CHEN; STRICKLAD, 2003).

No segmento proximal as células de Schwann proliferam-se sob a forma

de corddes orientados longitudinalmente (bandas de Blngner) na tentativa de
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estabelecer um contato entre os cotos (NGUYEN et al., 2002). Os macrofagos
preparam o espaco para a futura regeneragéo pela producdo de moléculas da
matriz envolvente, como o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e o fator
de crescimento transformante alfa (TGF-a) (VAREJAO, 2003). Neste nivel ha
presenca de um aumento na sintese de neurotrofinas mediado pela expressao
de mRNA nas células Schwann, macréfagos e fibroblastos dos fatores de
crescimento do nervo (NGF), fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF),
neurotrofinas 3, 4 e 5 (NT-3/4/5), que estimulam os receptores de tirosina
quinase (TrkA, TrkB, TrkC) e o receptor comum das neurotrofinas (P75"™Y),
que influenciam na orientagdo, o crescimento e a polimerizagdo axonal
(NAVEILHAN et al., 1997; HOKE et al., 2000; CHEN et al., 2007).

O coto proximal do nervo lesado contém axdnios e bainha de mielina
sem alteracdes, entretanto os axdnios maduros e sensoriais falham em
suportar a regeneragao. Assim sendo, mudangas moleculares no coto distal
Sd0 necessarias para a regeneragdao do nervo. A lamina basal pode
permanecer no coto distal, fornecendo a base para o crescimento dos corddes
de células de Schwann que serdo atravessados pelos axénios em regeneragéo
(MILLESI et al., 1972). Cajal (1928), propds que as células de Schwann no coto

distal tém efeitos quimiotropicos, estimulando o crescimento de axdnios.

A reinervagao motora preferencial € uma tendéncia dos axénios motores
dos nervos mistos reinervarem seletivamente o musculo (BRUSHART et al
1998; MADISON et al., 1996;). Apés a DW os brotos dos axdnios proximais
entram aleatoriamente nos tubos endoneurais do coto distal no entanto, os
axbénios motores sdo misturados com os sensitivos, alterando as rotas normais
e falha na recuperagdo funcional. Portanto, os brotos das vias aferentes
sensitivas, que estdo misturados com as vias motoras ocupando os tubos
endoneurais nos nervos em regeneragao sao podados mantendo as vias
motoras de forma preferencial, incrementando a quantidade de neurdnios
motores no musculo. Acredita-se que esse mecanismo € mediado pela
especificidade dos axdnios regenerantes e por sinais de crescimento do érgéo
alvo (ROBINSON; MADISON, 2004; BRUSHART et al., 1998; MADISON et al.,
1996).
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2.1 Fatores que Influenciam na Regeneragao do Nervo

A insuficiente ou prolongada recuperagdo funcional das lesdes de
nervos periféricos tem sido investigada ao longo dos ultimos anos a nivel
molecular, requerendo-se um bom conhecimento para entender o processo de

regeneragao e sua posterior aplicabilidade clinica.

Sabe-se que o efeito na regeneracdo dos o6rgéos alvo pode ser
insatisfatério ou lento dependendo do tipo de lesdo, como no caso da
neurotmese. Entende-se que os processos moleculares envolvidos nessa falha
estdo relacionados as alteragbes no corpo celular, no coto distal lesado e a
atrofia apdés denervagado (MADISON et al., 1996).

Entre os fatores musculares envolvidos apos a lesdo, estdo perda de
mionucleos, das fibras musculares, da densidade capilar e a fibrose muscular,
resultando em atrofia e perda da sua fungdo (CARLSON; MACKINNON, 2002;
FU; GORDON, 1995). Esse processo é relacionado as alteragdes no coto distal
com falha regeneragdo axonal, devido as células de Schwann sofrerem
apoptose, perderem a lamina basal e a capacidade de suporte. A deposigao de
colageno nos tubos endoneurais no coto distal também gera um microambiente

pouco favoravel (BAIN et al., 2001).

A sobrevivéncia do corpo celular e a sua capacidade de regulagao e
expressdo de genes no corpo celular, € um fator importante no sucesso na
elongacéo dos axénios (CONFORTI et al., 2014). Sabe-se que na axonotomia
ocorre morte dos neurdnios sensitivos e motores de forma retrograda e
anterograda, sendo influenciado pela idade, pelo tempo e pela distancia entre
os cotos e a proximidade ao corpo (MAERS et al., 2003; MADISON et al.,
1996). Embora, os axonios regenerantes possam crescer dentro do coto do
nervo distal, &€ possivel que falhem em se prolongar para alcangar o musculo
desnervado e/ou estabelecerem conexdes nervo-musculo funcionais (MILLESI,
2006; FU; GORDON, 1995). O tempo de reparo e a distédncia s&o criticos,
sendo assim € essencial uma intervencdo rapida antes de que ocorram

alteragdes irreversiveis (PEKER et al., 2005). Sabe-se que uma quantidade
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significativa de brotamentos nao atinge o segmento distal e sdo destruidos
precocemente por falta de sinais quimiotaticas (FU; GORDON, 1995).

A eficiéncia funcional da regeneracédo depende, também, do alinhamento
das fibras nervosas. Como acontece na neurapraxia e no enxerto de nervo
para o reparo da lesdo, preserva-se o alinhamento das fibras, podendo ocorrer
recuperacédo (MADISON et al., 1996)

Moléculas que modulam a capacidade de regeneracdo podem ser
classificadas como fatores enddgenos, que s&o produzidos pelo mesmo
organismo, no entanto, podem ser suplementados, e fatores exdgenos, que sé
podem ser suplementados a partir do fornecimento de um microambiente
favoravel. Baseado no conhecimento da proliferagdo e reestruturacédo das
células de Schwann, sem duvida existe uma sincronia biolégica que gera varios
sinais ambientais locais que sao responsaveis pela regeneragao, embora n&o

sejam compreendidos completamente (GRAVVANIS et al., 2005)

O SNP tem capacidade intrinseca de regeneragao, sendo amplamente
estudado no neurdnio sensitivo do ganglio da raiz dorsal (GRD). Demostrou-se,
in vitro, que o crescimento de neuritos € inibido pela presenga de mielina ou da
MAG. Trabalhos in vitro e in vivo tem demostrado que esses mecanismos sao
superados pelo proprio organismo para promover a regeneragdo. Neumann et
al. (1999) encontraram aumento da transcricdo do monofosfato ciclico de
adenosina (CAMP) apds lesdo do nervo periférico, contribuindo com o aumento
da capacidade de crescimento intrinseco do axénio e organizagdo do
citoesqueleto.

Como se considerou anteriormente no processo de regeneragdo, as
células de Schwann também atuam no processo de regeneragédo (HARI et al.,
2004, DUBODY, 2004). A resposta das células de Schwann de diferenciagao,
proliferagcdo e remielinizagdo, depende de trés componentes reguladores
importantes (a) proteinas da matriz extracelular, (b) fatores neurotréficos e (c)
horménios. Durante o desenvolvimento e a regeneragdo, o0s cones de

crescimento s&o influenciados pelo microambiente.

Recentes estudos tém demostrado que os fatores neurotroficos sao
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importantes na regulagdo da diferenciagdo das células de Schwann e na
remielinizac&o e sobrevivéncia axonal. A familia das neurotrofinas inclui o NGF,
BDNF, NT-3, 4 e 5 e os seus receptores P75" R e Trk. Os fatores NGF, NT-3 e
o BDNF, induzem o crescimento axonal, pela ativagcao da via de sinalizagéo
fosfatidilinositol-3-quinase no cone de crescimento, estimulando a sintese de
proteinas do citoesqueleto (CHEN et al., 2007; YOSHIMURA et al., 2005;
ZHOU et al., 2004)

Alguns trabalhos mostram niveis aumentados de mRNA dos receptores
P75""R | TrkC e NT-3 nas células de Schwann na regido distal a lesdo
(GORDON, 2009; CHEN, et al., 2007). Estes niveis tém correlagdo com a

remielinizag&o.

Song et al. (2006) utilizando ratos P75""® knockout no modelo de
axotomia, observaram atraso na remielinizacdo e baixos niveis de mRNA e
proteinas da mielina nos ratos mutantes, comparados com os ratos selvagens.
Os autores concluiram que as células de Schwann requerem a interacédo das
neurotrofinas e seus receptores para promoverem o crescimento axonal e a

mielinizacao.

O FGF-2 e as neuroregulinas tém sido estudados pelos seus efeitos no
processo de regeneragdo. O FGF-2 estimula o crescimento de neurites e a
manutengdo da sobrevivéncia dos neurdnios sensoriais (GROTHE et al., 2006).
Ja a neuroregulina 1 atua na proliferacdo das células de Schwann e posterior
formacdo da bainha de mielina (JESSEN; MIRSKY, 2005). In vitro, o FGF-2
estimula a mitose das células de Schwann e diminui a producédo de proteinas
inibitérias (Quadro 1) (MORGAN et al., 1994).

As proteinas da MEC sao reguladoras importantes na remielinizagéo e
regeneragao dos nervos apos lesdo do SNP. Dentro do grupo de proteinas
agrupam-se, o ativador do plasminogénio, o colageno, as glicoproteinas
(fibronectina, lamininas, tenascinas, trombosponinas), os glicosaminoglicanos e
os proteoglicanos (HUGHES et al., 2002).

O endoneuro em regeneragao expressa intrinsecamente laminina 2 e 8

(DOYU et al., 1993). Liga-se aos receptores de integrinas, desencadeando a
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fosforilacdo e ativagdo da via de sinalizagdo fosfatidilinositol-3-quinase e a
posterior sintese das proteinas de ligagdo ao citoesqueleto permitindo o seu
alongamento, além da formagao da lamina basal para a orientagdo dos axénios
no processo de regeneragédo (CHEN et al., 2007; DUBOVY et al., 2004).

Sabe-se que as células de Schwann no coto distal perdem contato com
axbnio degenerado, levando a um estado de diferenciagdo, contudo quando
fazem contato com o axdnio em regeneragao induz-se um estado de re-
diferenciagcdo (MASAKI et al., 2000).

QUADRO 1. Fatores neurotroficos que regulam as células de Schwann
durante o processo de regeneragao do nervo periférico.

Fatores Neurotroficos
e receptores

Efeitos nas células de
Schwann

Referéncias

BDNF e o receptor P75
NTR

Promotor da
remielinizacao

SONG et al., 2006

FGF-2

Promotor da
proliferacdo das células
de Schwann, mas inibe
a remielinizagao durante
a regeneragao

GROTHE et al., 2006

TGF-8

Aumenta o efeito trofico
das células de Schwann
sobre o crescimento dos
axbnios

CHEN, et al., 2007

Laminina

Efeito positivo durante
a remielinizagao

MASAKI et al., 2000;
CHEN et al., 2007

Distroglicano

Manutencio das
bainhas de mielina e
regulagédo da espessura
de mielina

MASAKI et al., 2000

Fonte: Modificado de CHEN et al., 2007.

Na pratica clinica, o reparo envolve a sutura exata do nervo ou dos

fasciculos sem tensdo escessiva. Existem importantes problemas envolvidos
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no processo de regeneracao do nervo: (i) suporte do crescimento axonal; (ii)
reparo de fendas maiores entre os cotos nervosos e (iii) navegacao correta dos
axonios em crescimento em diregdo ao seu alvo (MILLESI et al., 1972).

Desde o inicio do reparo do nervo periférico e durante alguns anos as
técnicas cirurgicas de reparagao do nervo seccionado foram feitas através da
sutura direta de ambos cotos (anastomose primaria o sutura coto-a-coto). Se
houvesse perda da substéncia entre eles realizava-se uma sutura sob tensao,
podendo ser a responsavel pelos baixos resultados (NAFF; ECKLUND, 2001).
Posteriormente, foi demostrado resultados positivos quando se utilizava um
fragmento de nervo autdlogo entre os dois cotos, resultando numa sutura livre
de tensédo (MILLESI, 1970). O reparo do nervo seccionado pode ser possivel
pela coaptagdo direta entre os cotos e, caso que nao seja possivel, pela
interposicdo de autoenxertos ou através de tubos condutores tanto bioldgicos
como sintéticos. O objetivo desta técnica é estabelecer novas conexdes entre
os axodnios sensitivos, motores e autondmicos, provendo a recuperagao
funcional e evitando a formag&o do neurinoma, formagao exagerada de cicatriz
e fibrose em ambos os cotos pela regeneragao axonal aleatéria (MATSUYAMA
et al., 2000). A neurorrafia termino-terminal é realizada suturando-se os cotos
tanto proximal com distal, através de suturas epineurais, perineurais ou
epiperineurais. A perineural é facilmente realizada, proporcionando menos
trauma tanto no nervo como na vasculatura. Porém, a perineural proporciona
um melhor alinhamento entre os fasciculos quando comparada a perineural,

mas pela manipulagao de tecidos pode lesar a vasculatura (MILLESI, 2006).

Em alguns casos, como em avulsdes de nervos, o coto distal realiza
retragdo, impossibilitando a neurorrafia termino-terminal. Entretanto, pode-se
“sacrificar” um nervo com menos comprometimento funcional (sensitivo ou
motor) para a neurorrafia termino-terminal. A neurorrafia latero-terminal ou
termino lateral, baseia-se no neurotrofismo que o coto distal, exerce no nervo
doador, permitindo que os brotos do nervo normal, colonizem o coto do nervo
lesdo e reinervagdo da regido desnervada (LUNBORG, 2003) Diversos
trabalhos promissores avaliaram esta técnica, entretanto apresentam
resultados controversos (LUNDBORG, 2000.
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Quando o reparo primario nao pode ser realizado, os enxertos de nervos
sao, na maioria dos estudos, uma opg¢ao sem a utilizagado de tensao excessiva
(BRAGA-SILVA et al.,, 2006; CHEN et al., 2000). Os enxertos podem ser
bioartificiais, aloenxertos ou autoenxertos (MACKINNON, 1996; MILLESI et al.,
1990). Os resultados apresentam desvantagens como o sacrificio de um nervo
funcional, reinervagdo e vascularizagdo insatisfatéoria, e formacdo de
neurinomas e cicatrizes importantes (VAREJAO, 2003; MADISON, 1992;
MILLESI et al., 1990).

Ha varios anos vém-se pesquisando o uso de condutos ndo nervosos,
com o principio de guiar os rebrotamentos das fibras nervosas desde o coto
proximal ao distal (LUNDBORG, 2003). A técnica consiste na interposicdo de
um tubo entre os dois cotos, que é fixado normalmente com 1 ou 2 pontos,
atravessando o epineuro através do tubo guia, usando um fio n&o absorvivel
monofilamentar 7-0 a 9-0. Portanto, possui como objetivo a orientagdo do
crescimento neuronal, mediado por sinais tréficos do microambiente e do coto
distal, isolando-o do meio externo, evitando-se, assim, a invasao de tecido
fibroso focal, a formagdo de neurinoma e incremento na concentracdo de
fatores neurotroficos, criando um ambiente favoravel (WANG et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2004).

Considera-se que o tubo ideal € aquele com carateristicas inertes,
biocompativeis, flexiveis, transparentes, e que possa inibir o processos
negativos a regeneragcdo do nervo (fibrose, neurinoma, edema, isquemia e
aderéncias (TYNER et al., 2007).

Varios experimentos tém sido realizados através da utilizagdo de
enxertos artificiais, bioartificiais, ou tubos guia como: silicone (LUNDBORG,
1982), colageno (TYNER et al., 2007), quitina, acido polilactico (NGO et al.,
2003), fibronectina (WHIWORTH et al. 1995) e laminina (KAUPPILA et al.,
1993), assim como combinagbes de nervo e musculo (sandwich nervo-
musculo) (WHITWORTH et al., 1995). No entanto, grande parte desses

materiais ndo sao utilizados na pratica clinica, por falta de estudos.

Lundborg (1982), estudando a interposicdo de tubos condutores de

silicone em defeitos de 6 a 15 mm, encontraram bons resultados para os
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defeitos de 6 mm, mas n&o observaram regeneragao para defeitos de 15 mm.
A idéia era favorecer o acumulo de fatores neurotréficos dentro de um espaco
limitado contendo os cotos seccionados. Os melhores resultados sao
proporcionais ao defeito, com bons resultados quanto o defeito era menor. Para
defeitos de 10 a 15 mm a regeneragdo era normalmente nenhuma ou muito
pobre. De forma geral, o tubo € usado como alternativa a sutura e ao uso de

um enxerto de nervo, para defeitos menores que 5 mm.

Com a técnica de tubulagdo e o aparecimento de tubos-guia também
pode-se modificar ou manipular o microambiente criado entre os dois cotos de
nervos. Alguns tubos sintéticos e biologicos tém sido testados para abrigar
enxertos de nervos, células, tecidos e outras substancias, na esperanca de que
estes materiais possam promover a regeneragao nervosa. Desvantagens no
uso de material sintético tém sido reportadas, como a ocorréncia de fibrose e
compressao nervosa (OLIVEIRA et al., 2010; CHEN et al., 2007; CHEN et al.,
2000).

3 Células-tronco

As células-tronco (CT) sao células indiferenciadas com capacidade de
se multiplicar indefinidamente, originando células semelhantes néo
especializadas, mas também de se diferenciar em células especializadas de
multiplas linhagens. Possuem uma divisdo simétrica (uma divisdo por
proliferagdo originando duas células-tronco ou uma divisdo com diferenciagao
criando duas células diferenciadas) e assimétrica (originando uma célula
diferenciada e uma célula-tronco) (BYDLOWSKI et al., 2009). Essas células
podem apresentar carateristicas totipotentes (capacidade de criar um
organismo inteiro), pluripotentes (capacidade de se diferenciar em células das
trés camadas germinativas: mesoderma, endoderma e ectoderma),
multipotentes (capacidade de diferenciagdo em um numero limitado de
linhagens) e unipotentes (originam um tipo especifico de célula)
(CHAMBERLAIN et al., 2007).
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As células CT podem ser embrionarias (encontradas nos embrides),
adultas (derivadas de diversos tecidos, tais como medula &ssea, tecido
adiposo, cordado umbilical, tecido nervoso, entre outros) (SCHWINDT et al.,
2005;). As células-tronco adultas, sdo responsaveis pela manutengao tecidual
normal, com capacidade limitada de diferenciagdo (GATTEGNO-HO et al.,
2012; LEUNG et al., 2006).

As células-tronco mesenquimais (CTMs), também denominadas células
estromais mesenquimais multipotentes (CTMM) sao células progenitoras
multipotentes, n&do hematopoiéticas, facilmente isoladas a partir de diversos
tecidos adultos, e caracterizadas por sua extensa habilidade proliferativa e de
se diferenciar in vitro em diversas linhagens mesenquimais em resposta a um
estimulo apropriado, incluindo osteoblastos, adipdcitos, condrocitos, tendcitos e
miocitos (CHAMBERLAIN et al., 2007)

Sabe-se que as CTMM residem no tecido conectivo de todos os 6rgaos,
incluindo o tecido adiposo, placenta (fetal e materna), sangue do cordao
umbilical, corddo umbilical/Wharton's jelly, fluido amniotico e varios tecidos
fetais incluindo o sangue, figado, medula 6ssea, bago e pulmao (MOSNA et al.,
2010; DA SILVA et al., 2006).

Em humanos, ha critérios minimos estabelecidos pela Sociedade
Internacional de Terapia Celular (ISCT) para a caracterizagdo das CTMM. Elas
devem ser aderentes ao plastico, expressarem ou ndo marcadores de
superficie especificos (Clusters Designation — CD), e ainda, se diferenciarem in
vitro em osteoblastos, adipécitos e condroblastos sob estimulos especificos
(DOMINICI et al., 2006). Quanto a fenotipagem celular ainda ndo ha um unico
marcador ou uma combinagdo de marcadores que se mostram especificos e
exclusivos das CTMM, sendo que estes sao encontrados também em outros
tipos celulares (MONTEIRO et al, 2010).

Na ultima década a terapia celular tem assumido o foco das atencdes
em muitas estratégias na medicina translacional e engenheira de tecidos. As
CTMM da medula 6ssea (CTMM-MO) tém sido bem estudadas, porém existem
outras fontes, incluindo o tecido adiposo, placenta, corddo umbilical, sangue do
corddo umbilical e polpa dentaria (STRIOGA et al., 2010; ERICES et al., 2000).

Recentemente uma fonte predominantemente usada para aplicacbes
clinicas sédo as CTMM derivadas do tecido adiposo (CTMM-TA), tendo
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confirmada a sua capacidade multipotente (DOMINICI et al., 2006; ZUK et al.,
2001). Estas células apresentam vantagens, como alta disponibilidade e facil
acessibilidade por excisdes diretas minimamente invasivas, mostrando que o
seu potencial terapéutico é equivalente ao das CTMM-MO, em termos de
proliferagdo potencial diferenciacéo e viabilidade para o transplante (STRIOGA
et al., 2012; DOMINICI et al., 2006).

Recentemente, as CTMM murinas e humanas tém sido descritas como
imunotolerantes em modelos de transplante in vivo e in vitro. Estes trabalhos
tém demostrado baixa imunogenicidade das CTMM, o que permite sua eficacia
terapéutica em doadores ou receptores ndo compativeis tanto alogénicos como
xenogénicos. Contudo, existem relatos de resultados contraditorios quanto as
propriedades imunotolerantes destas células (ARINZEH et al.,, 2003;
MAHMOOD et al., 2003).

Neste contexto, atualmente prefere-se ainda o uso de CTMM autdlogas
para evitar a rejeicdo em transplantes alogénico ou xenogénicos. Contudo a
coleta de células autdlogas também tem aspectos negativos, pois exige uma
logistica mais complexa, maior custo e restrigbes temporarias, além disso,
muitos desses pacientes apresentam co-morbilidades meédicas ou idade
avangada que prejudicam a qualidade das células obtidas para o transplante.

Uma série de observagdes indicam que as CTMM sao
imunoprivilegiadas, com capacidade de sobreviver em receptores alogénicos
ou xenogénicos com incompatibilidade imunoldgica. As CTMM parecem evitar
a rejeicao imunoldgica por trés mecanismos, (a) hipoimunogenicidade, (b)
modulagao das células T, (c) imunossupressdo do ambiente local. In vitro, em
culturas xenogénicas e alogénicas com linfocitos T as CTMM evitam a
resposta alogénica e proliferativa dos linfocitos T (LE BLANC; RINGDEN, 2007;
LE BLANC et al., 2003; DI NICOLA et al., 2002). Embora controverso, diversos
trabalhos mostram as propriedades imunossupressoras das CTMM, pela baixa
expressao de mRNA para as citocinas IL-1, -6, -7, -11, -12, -14, -15, -27, LIF,
fator estimulante de colénias de macrofagos e fator de célula tronco
(RAMUSSON, 2006; AGGARWAL; PITTENGER, 2005).
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Embora os dados in vitro suportem essas propriedades, in vivo existem
poucas evidéncias do imunoprivilégio das CTMM. O trabalho de Bartholomew
et al (2002) mostrou que a administracdo sistémica de CTMM alogénicas
prolonga a sobrevivéncia do enxerto de pele alogénico em animais
imunocompetentes. Outros estudos mostraram implantagdo, diferenciagao e
auséncia de rejeicdo, apos o transplante de CTMM alogénicas suinas, apos a
ligagcdo coronaria sem uso de imunossupressores (MAKKAR et al., 2005). Por
outro lado, Liechty, et al. (2000) realizaram um transplante de hCTMM
xenogénicas em fetos de ovelhas aos 65 e 85 dias de gestagcdo pela via
intraperitoneal (término 145 dias) avaliando a distribuicdo das hCTMM (2
semanas, 2 meses, 5 meses e 13 meses depois do transplante). As CTMM
tiveram a capacidade de se implantar, sobreviver ndo seletivamente e crescer
exponencialmente em multiplos tecidos. Interessantemente, as células
transplantadas aos 85 dias ndao foram reconhecidas pelo sistema imune pela
supressao imune local e delecao clonal do timo.

3.1 Células Tronco Mesenquimais Multipotentes na Regeneragao de

Nervos Periféricos

A utilizagdo de células-tronco nas lesdes traumaticas de nervos objetiva
substituir ou regenerar um tipo de célula ou tecido que foi lesado ou perdido, ou
ainda usar uma linhagem especifica de células-tronco indiferenciada que
produza fatores neurotroficos (WANG et al., 2010; DEZAWA et al., 2001).

Referente a substituicdo celular tem-se enfatizado um efeito positivo no
incremento do numero e atividade das células de Schwann. Evidéncias tanto in
vitro (SCHLOSSHAUR et al., 2003), quanto in vivo (KEILHOFF et al., 2006),
tem demonstrado que o transplante das células de Schwann pode contribuir na
regeneragao do SNP, mas tem limitagbes, tais como a baixa atividade mitotica
e de proliferacdo em condi¢des de cultivo. Além disso, 0 comprometimento do
doador € uma questao relevante, porque outro nervo deve ser biopsiado para a
obtencdo do material para o isolamento das células de Schwann (OLIVEIRA,
2010).
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Embora apresentem carateristicas de baixa imunogenicidade, os
principais mecanismos de acado baseiam-se na sua capacidade paracrina, sua
habilidade de migragéo, integracdo e sobrevivéncia em tecidos lesados e
capacidade de transferéncia ativa de mitocéndrias (KEILHOFF; FANSA, 2011;
OLIVEIRA et al.,, 2010; DEZAWA et al., 2001). Embora controverso, varios
estudos indicam que as CTMM também podem sofrer, sob estimulos
especificos, processo de transdiferenciagdo em tipos celulares ectodermais,
como células neurais, incluindo as células de Schwann (ODA et al., 2013;
CHUNG et al.,, 2013; DEZAWA et al.,, 2004; WOODBURY et al., 2000;
SANCHEZ-RAMOS et al., 2002).

Uma série de estudos experimentais tém mostrado o potencial das
CTMM para melhorar a regeneragdo nervosa com recuperagdo morfologica e
funcional, apds lesdes traumaticas de nervos periféricos usando o nervo
ciatico, facial, mediano, ulnar e peroneal em algumas espécies, como roedores
(WANG et al., 2012; SATAR et al., 2012; OLIVEIRA et al.,2010; PAN et al.,
2006; CHEN et al., 2007; PEREIRA LOPES et al., 2006) e primatas (HU et al.,
2013).

Zhao et al. (2011) avaliaram o uso de CTMM em modelo de lesdo de
nervo periférico em camundongos. As CTMM produziram citocinas e fatores de
crescimento, amplificando a fungdo neurotréfica das células de Schwann.
Resultados similares foram obtidos por Wang et al. (2009) avaliando o
comportamento das CTMM em um modelo in vitro de co-cultura de CTMM com
células de Schwann, com posterior transplante no nervo ciatico do rato. Na
avaliagao in vitro as CTMM melhoraram a sobrevivéncia e proliferagcao das
células de Schwann e estimularam a expressao de receptores e dos fatores
neurotroficos NGF, BDNF, entre outros.

Adicionalmente, estudos in vitro e in vivo demonstraram que CTMM
submetidas a protocolos de diferenciacdo neural ou pela sua capacidade
intrinseca de transdiferenciacéo, apresentaram fenotipos de linhagens neurais
incluindo neurdnios, astrocitos, oligodendrocitos, microglia e células de
Schwann (CHUNG et al., 2013; KINGHAM et al., 2007; WOODBURY et al.,
2000). Todavia, ainda € discutido na literatura se estas células possuem a
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mesma capacidade funcional de uma célula neural (BARBANE et al., 2009),
levando também em consideragdo que os axdnios em regeneragao crescem

em diregao ao coto distal em intimo contato com células de Schwann.

Outros autores defendem a hipotese que a fusdo espontanea das CTMM
transplantadas com as células hospedeiras e a produgao de citocinas e fatores
neurotroficos impactam positivamente a sobrevivéncia neural e estimulam a
neurogénese local no nervo, ao invés de transdiferenciagao real (SATAR et al.,
2012; WANG et al., 2009 ).

Esses dados sugerem que as CTMM podem construir um microambiente
favoravel para estimular e suportar o crescimento, maturacdo e diferenciagao
das células de Schwann para a posterior formagado das bandas de Bungner e

inervagao precisa do alvo.

3.2 Engenharia de vasos sanguineos e marcacgao celular

Alguns trabalhos tém usado a veia descelularizada (VD) como arcabougo
(scaffolld) pra implantar células e desenvolver vasos sanguineos a partir da
diferenciagao em endotélio (DIMUZIO et al. 2006; PAWLOWSKI et al., 2004). A
utilizacdo de tecidos descelularizados, alogénicos ou xenogénicos, como
scaffold para o transplante de células tem como objetivo mimetizar o tecido ou
estrutura original (DAHL et al., 2003) A descelularizagdo de estruturas
homologas ou heterélogas pode evitar a rejeicdo do enxerto pela resposta
imunoldgica. Embora heteroenxertos descelularizadas induzam uma resposta
inflamatéria por parte do receptor, podem ser repovoadas por células
autologas, melhorando a sobrevida tardia dos enxertos (LOPES, 2009).

Na remogdo do material celular e nuclear preserva-se a estrutura
tridimensional, atividade bioloégica e a integridade mecanica da matriz
extracelular restante (GILBERT et al., 2006).

O sucesso na terapia celular e potencial regenerativo das CT, n&o so
depende do tipo, da quantidade e dos métodos de fornecimento das células,
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mas também do aporte definitivo no local desejado (FOX et al., 2007). Para
alcancar o completo potencial terapéutico, o processo de sobrevivéncia,
diferenciagdao e enxerto das CTMM pds-transplante deve ser claramente
conhecido. Para direcionar esta necessidade, imagens baseadas em
nanoparticulas tém sido desenvolvidas paras pesquisar a células tronco
transplantadas, tendo vantagens por ser um método pouco invasivo, de facil
acesso e de producéo de fluorescéncia (JONES; MCGONAGLE, 2007).

O marcador Qtracker® permite carregar intracelularmente com
nanocristrais fluorescentes Quantum dots (QD) (pontos quéanticos). Os QD sao
nanoparticulas com fluoréforos inorganicos. Tém sido usados in vitro, para a
marcagdo de células e posterior pesquisa in vivo (LARSON et al., 2004;
JAISWAL et al., 2003). A meia vida longa e a minima deposi¢ao ndo especifica
faz que o Qtracker® seja importante para o estudo da movimentacéo celular,
migracgéao, diferenciagdo, morfologia e fungéo celular.

Estudos recentes, principalmente no miocardio, tém usado os pontos
quénticos para a obtencao de imagens in vivo como um método ndo invasivo
de analise molecular (BRUCHEZ et al., 2005) Oliveira et al (2009), utilizando o
modelo de infarto do miocardio, transplantaram hCTMM marcadas com QDs.
Observou-se auséncia de alteracdo na sua capacidade de diferenciagao e
proliferacdo 6 dias apds o transplante.

Apos a lesdo de nervo periférico por axonotomia, os corpos celulares
dos neurbnios devem sobreviver e sintetizar material para a regeneracgéo
axonal. O coto distal e as células ndo neuronais devem proporcionar um
ambiente tréfico adequado e substratos de suporte para os axénios que estédo
regenerando fagam conexdes funcionais com o 6rgédo alvo, para finalmente

recuperar o processo de atrofia por denervagao (FU; GORDON, 1994)

Segundo Mackinnon (1996), é improvavel que haja melhores resultados
clinicos através de refinamentos de apenas as técnicas microcirurgicas. Como
relatado por Piskins et al. (2008), embora seja continua a introdugédo de novas
técnicas microcirurgicas baseadas em estudos cientificos, o reparo de nervos
periféricos é ainda uma das tarefas mais desafiadoras na microcirurgia, dado

que a resposta funcional é raramente satisfatoria. Desde entdo se tém visto
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inuimeros estudos associando fatores externos na complementacédo do

tratamento cirurgico.

Dos fatores indutores ou promotores da regeneragédo nervosa periférica,
as células-tronco sédo provavelmente, atualmente, o fator de interferéncia mais

estudado.

Das fontes de células-tronco estudadas, ndo se encontram relatos que
usem CTMM-TA xenogénicas caninas na regeneragao do nervo periférico em

modelos experimentais.

Segundo Walsh et al. (2009), embora muitas pesquisas tenham se
preocupado em comprovar o potencial de regeneracdo em nervos periféricos
de diversas células-tronco de diferentes fontes, poucos estudos tém se
interessado em compara-las. Outros questionamentos sobre a utilizacdo da
terapia celular para a regeneragcdo de nervos periféricos sdo: o numero de
células-tronco ideal a ser ofertado no local da lesédo; se realmente estas
células-tronco precisam adotar completamente o fendtipo das células de
Schwann para exercer funcdo na reparagcdo de nervos periféricos; qual o
melhor método de transplante estas células no local da lesdo e o tempo de
sobrevida das células necessario para evocar efeito terapéutico.

Dentro do ambito da pesquisa e rastreamento da migragédo das células
tronco sob marcagéo, ndo ha suficientes trabalhos verificando a localizagéo e
migragédo das células marcadas apos o transplante na regeneragdo de nervos
periféricos.

Sao0 escassos os trabalhos testando o efeito de veia submetida aos
processos de descelularizagdo como suporte biolégico ou arcabougo na
regeneragao de nervos periféricos lesados.

Existem muitas perguntas acerca do potencial regenerativo dos
diferentes tipos de células-tronco e suas fontes, seja dos métodos de
oferecimento, integracdo e sobrevivéncia destas células no local da injuria do
nervo ou mesmo das formas de avaliagdo dos resultados. Assim, muitos
estudos ainda sdo necessarios para elucidar cada uma das questdes
apresentadas.
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O objetivo deste trabalho foi comparar os efeitos do transplante de CTMM-
TA canino e murino na regeneragdo do nervo periférico em modelo

experimental murino de neurotmese do nervo ciatico.



CAPITULO 2

Trabalho Cientifico
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Resumo

Justificativa e Objetivos

O trauma de nervos periféricos por neurotmese apresenta recuperagdo insatisfatoria
devido a falha de regeneragdo. E essencial manter um microambiente permissivo para as
células de Schwann no segmento distal do nervo lesado, assim sendo, a terapia celular
apresenta potencial terapéutico baseado na substituicdo celular e promog¢do do
crescimento axonal. As células-tronco mesenquimas multipotentes de tecido adiposo
(CTMM-TA) sdo uma fonte promissora pela facil cultura e expansdo in vitro e por
apresentarem propriedades regenerativas e antiinflamatorias. Comparou-se os efeitos do
transplante de CTMM-TA caninas e murinas, em combinacdo com a técnica de

tubulacdo com veia descelularizada na regeneragdo do nervo ciatico.

Métodos

Ratos Wistar foram divididos em 5 grupos: controle (GC), denervado (GD), transplante
de veia descelularizada (GV), veia descelularizada + células CTMM caninas
(GCTMMc), veia descelularizada + células CTMM murinas (GCTMMm). Apods a
marcagdo in vitro com nanocristais fluorescentes, 1 x 10° de CTMM foram injetadas
apos neurotmese de 10mm e tubulacdo. Durante o periodo de 35 dias avaliou-se a
recuperacdo motora funcional e eletrofisiologica. Andlises morfométricas e
imunohistoquimicas avaliaram o processo de remielinizagdo, a produgdo de fatores

neurotroficos e a persisténcia das CTMM-TA.

Resultados

Os resultados do IFNC foram superiores no GCTMMc e GCTMMm no dia 27
(p<0.020) e 35 (p<0.011). A andlise de ENMG revelou melhores resultados no
GCTMMm. A densidade, o nimero e a area total das fibras demonstraram aumento no
GCTMMc e GCTMMm. A imunoreatividade positiva ao BDNF e S-100 foi mais
expressada nos nervos dos GCTMMc e GCTMMm. A presenca de CTMM marcadas
com pontos quanticos foram detetados no dia 35, indicando sobrevivéncia a longo

prazo.
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Conclusodes

Demonstrou-se que as CTMM-TA caninas e murias associadas ao Scaffold de veia
descelularizada apresentaram efeitos positivos na regeneragao do nervo ciatico em ratos.
Porém, as CTMM murinas mostraram melhores resultados funcionais, eletrofisioldgicos

e morfologicos do que as CTMM caninas.
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Introducio

A recuperacdo funcional apos a transeccdo nervosa ¢ pobre e incompleta,
ocorrendo degeneracdo dos axonios caraterizada pela fragmentagdo e separagdo da
mielina (1,2). Embora o sistema nervosa periférico (SNP) apresente capacidade de
regeneragdo, lesdes extensas impedem a reconexao direta dos cotos nervosos. O enxerto
de nervo ¢ a técnica padrdo, mas, com desvantagens, como a lesdo funcional no nervo
doador, reinervagio e vascularizagio insatisfatoria (3). E prescindivel a manutengéo do
ambiente permissivo de crescimento no coto distal apds o reparo. Nesta situacdo os
condutos para a tubulacdo dos cotos proximal e distal permitem guiar os rebrotamentos
das fibras, suplementar moleculas da matriz extracelular, fatores neurotroficos e células
proporcionar um microambiente tréfico (4,5). Se conhecem intimeras alternativas
usadas como enxertos artificiais, bioartificiais ou tubos guia, como silicone, colageno,

acido poliglicélico, laminina, acido polilético (4, 6, 7, 8).

O transplante células tronco mesenquimais multipotentes (CTMM), tem asumido
o foco de atencdo para o tratamento de lesdes nervosas, devido aos efeitos positivos no
processo de regeneragdo (8, 9,10,11,12,13). Diversos trabalhos tém demostrado que o
uso de CTMM nas lesdes de nervos periféricos objetiva a substituicdo e fusdo com as
células de Schwann lesadas com a subsequente remielinizagdo, a promogao dos efeitos
paracrinos amplificando a producdo de fatores neurotroficos e protecdo axonal, a
liberagdo de fatores de crescimento, efeitos imunomoduladores e antiinflamatérios, o
fornecimento do suporte fisico para o crescimento axonal, e o auxilio na producao de

energia para o metabolismo axonal (7, 10, 11, 14, 15, 16, 17).

Neste sentido, o objetivo deste estudo foi comparar os efeitos do transplante de

CTMM caninas e murinas em combina¢do com a técnica de tubulacdo com veia
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descelularizada contendo células-tronco mesenquimais multipotentes derivadas do
tecido adiposo (CTMM-TA), em modelo experimental de neurotmese do nervo ciatico
de 10mm em ratos.

Foi hipotetizado que a suplementacdo das CTMM, apds a técnica de tubulagdo,
estimula a regeneracdo axonal para implementar os pardmetros funcionais,

morfolégicos e eletrofisiologicos.

Materiais e Métodos

Animais experimentais

Foram utilizados 40 ratos, sendo 20 machos e 20 fémeas da linhagem Wistar,
pesando entre 200 e 300 gramas, com 90 dias de vida (biotério central da Unesp-
Campus Botucatu - SP). Os animais passaram por um periodo de 10 dias de quarentena
e receberam agua e racdo "ad libitium", sem restrigdes na movimentagao, respeitando o
ciclo de 12 horas de luz, com uma temperatura meia de 24°C. Todos os procedimentos
foram aprovados pelo comité de ética de animais de experimentacdo da faculdade de

Medicina de Botucatu: com o protocolo FMB-PE-2/2015 (CEP/CEUA).

Delineamento experimental

Para observar o sinergismo da técnica de tubulagdo com o transplante de CTMM
depois da neurotmese, ratos Wistar (n=40), foram distribuidos aleatoriamente em 5
grupos. Grupo 1 - controle de normalidade (GC) (n=8); foram submetidos a uma
abordagem posterior do nervo cidtico Grupo 2 - Controle de desnervaciao (GD) (N=8)
foram submetidos a uma abordagem posterior do nervo cidtico e o nervo foi denervado

Grupo 3 - Veia descelularizada (GV) (n=8); os animais passaram pelo procedimento
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cirargico da técnica de tubulagdo e o conduto foi preenchido com solugdo HBSS.
Grupo 4 - Veia + Células tronco mesenquimais caninas (GCTMMc) (n=8); os
animais passaram pelo procedimento ciriirgico da técnica de tubulagdo e o conduto foi
preenchido com uma suspencdo contendo CTMM caninas. Grupo 5 - Veia + Células
tronco mesenquimais murinas (GCTMMm) (n=8); os animais passaram pelo
procedimento cirurgico da técnica de tubulagdo e o conduto foi preenchido com uma

suspencao contendo CTMM murinas.

Dentre os parametros avaliados, incluiu-se a medi¢do do indice de
funcionalidade do nervo cidtico (IFNC) antes da cirurgia (pré-op) e apds a cirurgia, nos
momentos 9, 18, 27 e 35 dias. Adicionalmente, foram realizadas avaliacdes por
eletroneuromiografia (ENMG) nos momento pré-cirurgico, no dia 0, e 35 dias pos-
cirurgia. Os ratos foram eutanasiados aos 35 dias pos-cirirgicos para coleta dos nervos
ciaticos para realizagdo de estudos morfométricos e de imunohistoquimica, assim como
colheita e pesagem dos musculos tibial cranial (MTC) e gastrocnémio de ambos os

membros. O delineamento experimental ¢ mostrado na Figura 2.
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(dia -8) (dia 0) (dia 9) (dia 18) (dia 27) (dia 35)

Adaptagdo

Repouso

Pés-Tratamento | Pds-Tratamento | Pés-Tratamento | |
Preparo das IENC IFNC IFNC IFNC IFNC
Células tronco
Lesdo ENMG
IFNC Experimental Eutandsia
Pré-o
P Transplante Morfo/IHQ
CEMM
ENMG

Eletroneuromiografia (ENMG); Células tronco mesenquimais (CTMM) Indice de funcionalidade do nervo cidtico (IFNC),

Morfometria e Imunoistoquimica (Morfo/IHQ).

Figura 2. Delineamento experimental.

Técnica de tubulacio e transplante de CTMM

Os ratos dos grupos GV, GD, GCTMMc ¢ GCTMMm foram submetidos a
anestesia inalatéria com isofluorano e realizada a aproximacdo posterior do nervo
ciatico esquerdo, seguido da neurotmese (sunderland 5) removendo 10 mm da longitude

do nervo sob microscopio cirargico (10,18).

O nervo ciatico do GD foi seccionado, direccionado 90° e suturado na
musculatura adjacente para evitar a reinervagdo. Os grupos GV, GCTMMc e
GCTMMm foram submetidos a técnica de tubulagdo usando o enxerto de veia
descelularizada, confeccionadas segundo os protocolos descritos (19). A veia foi fixada
com pontos de sutura perineural, passando o fio 7/0 de polipropileno (Ethicon,
Someville, USA) entre os cotos proximal e distal, inserindo 2 mm do nervo dentro da

veia.

Os lumens das veias do GV foram preenchidos com 13ul de solugdo tampao
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HBSS (Hank's balanced salt solution, GIBCO®), usando a microseringa Hamilton. Os
lumens das veias dos GCTMMc e GCTMMm foram preenchidos com 13ul de solugdo
contendo 10° células, previamente incubadas e marcadas com o nanocristal Qtracker®
655 (Life technologies corporation, Carlsbad, USA), de acordo com os protocolos do
fabricante e microencapsuladas em gel de plaquetas canino e murino ativado com
gluconato de célcio (40mM, 1ul) e trombina (50U/cc, 2ul). Para a preparacao do gel de
plaquetas, amostras de sangue foram coletadas em tubos com antigoagulante citrato em
proporcao 1:10, de acordo aos protocolos especificados (20) (Figura 3). No periodo pds-
operatério, os animais foram tratados com antiinflamatério, analgésico opidide e

antibiotico.

o »

2mm
. . 2
Nervo ‘V Veia descelularizada ‘\ —
" CTMs
. -
Proximal ® @ Distal
10mm

Figura 3. Esquema do transplante de CTMM ap6s a tubulagio do nervo ciatico com veia

descelularizada.

Isolamento e caracterizacio das CTMM-TA

As CTMM caninas e murinas foram extraidas de tecido adiposo subcutaneo
obtidas no laboratério de  Engenharia  Celular da Faculdade de Medicina
(FMB/Botucatu, Brasil). As células foram dissociadas enzimaticamente, sendo digeridas

com colagenase tipo 1 a 0,04% (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA), separadas por
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centrifugacao, filtradas e plaqueadas em garrafas de cultura, com 90% de Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) alta glicose, 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de
penicilina/estreptomicina (10000 U/mL) (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil), 0,005% de
amicacina (250 mg/mL) (Novafarma, Anapolis, Brasil) e 1,2% de anfotericina B (3
pg/mL) (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil). As células foram tripsinizadas (tripsina, 0,25%,
invitrogen, Sao Paulo, Brasil), quando atingiram 80% de confluéncia, seguindo os

protocolos descritos por (19, 21).

As CTMM caninas e murinas mostraram aderéncia ao plastico, morfologia
fibroblastéide, diferenciacdo para as linhagens adipogénica, condrogénica e osteogénica
e expressdo dos marcadores CD34-, CD45-, CD44+, CD90+ and CDI105+ por

citometria de fluxo (12, 13, 19, 21).

Viabilidade Celular

As CTMM caninas ¢ murinas foram transplantadas com viabilidade entre 70 e
80%. A viabilidade celular foi realizada pelo teste de exclusdo com azul de tripan a
0,3% imediatamente antes do transplante de CTMM nos grupos tratados. O resultado
foi expresso em percentagem de células viaveis, segundo a formula: Viabilidade (%) =

Células coradas (viaveis) x 100/ total de células (coradas + nao coradas).

Teste da avaliacio da marcha — “Walking Track*

Foi realizado nos 9°, 28°, 27°, 35° dias nos animais dos grupos GC, GV, GD
GCTMMc e GCTMMm. Os membros pélvicos de cada animal foram umedecidos em

tinta nanquim preta e os animais andaram por um corredor de 78 X 9 cm, sobre uma
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folha de papel branco onde ficaram impressas as marcas dos membros. Estas marcas ou
pegadas foram pelo indice funcional do nervo cidtico (IFNC) usando a formula = -38.3
([EPL - NPL]/NPL) + 109.5 ([ETS - NTS)/NTS) + 13.3 ([EIT - NIT]/NIT) -8.8 (22).
NPL (“Normal print length”): tamanho da pegada, do calcanhar aos dedos do pé normal.
EPL (“Experimental print length”): tamanho da pegada do pé experimental. NTS
(“Normal toe spread”): abertura total do pé normal ou a distancia entre o primeiro € o
quinto dedos. ETS (“Experimental toe spread”): abertura total do pé experimental. NIT
- (Normal intermediary toe spread): abertura entre os dedos intermediarios do pé normal
ou distancia entre o segundo e o quarto dedos. EIT (“Experimental intermediary toe
spread”): abertura entre os dedos intermediarios do pé experimental. O IFNC
equivalente a -100, indica lesdo total, como pode resultar da transec¢do do nervo

ciatico, enquanto ao redor de 0 reflete uma fun¢ao normal.

Estudo eletrofisiologico

A laténcia (m/s) e a amplitude (mV) foram realizadas no GC, GD, GV,
GCTMMc, GCTMMm antes da lesdo experimental e 35 dias sob anestesia geral. No
centro do musculo tibial cranial esquerdo foi colocado o eletrodo de superficie ativo
(preto). O eletrodo de referéncia (vermelho) foi colocado proximo ao tendao de insercao
do musculo e o eletrodo dispersivo (verde) posicionado na regido abdominal ventral. O
eletrodo de estimulagdo bipolar foi posicionado diretamente sobre o nervo ciatico Smm
proximal a tubulac¢do. O elestromidgrafo usado foi o Sapphire Il 4ME e as gamas de

intensidade de estimulagdo e filtro foram 10-20 mA e 20-2000 Hz, respectivamente.
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Estudo morfologico

O estudo morfolédgico, incluindo o nimero de fibras nervosas, densidade das
fibras nervosas e o diametro total do nervo foi realizado no dia 35 no GC, GD, GV e
GCTMMc, GCTMMm. Para isso os animais foram humanamente eutanasiados para
coletar as amostras dos nervos ciaticos. Adicionalmente, foram coletadas amostras dos
musculos (tibial cranial e gastrocnémio) do membro pélvico esquerdo (atrofiado) e
direito (normal) para comparar a pesagem. As amostras da por¢do distal dos nervos
ciaticos foram fixadas em formol tamponado 10% para posterior avaliagdo
morfométrica, incluidas em parafina e obtidos cortes semifinos de 0,5 pm, corados em
solugdo de tetroxido de 6smio 1%. As imagens foram obtidas usando o microscopio

(Leica DM 4000 B-F).

O namero de fibras nervosas (N), a densidade das fibras nervosas (N/mm?) e o
diametro total do nervo (um?®) foram aferidos, obtendo-se quatro campos em cada
lamina com aumento de 1000x, usando o software Image J (National Institute of Health,

USA) (23,24).

Fragmentos da por¢do central do nervo no GCTMMc e GCTMMm foram
coletados para o rastreamento das células marcadas. As amostras foram processadas
com o meio de inclusdo O.C.T (optimal critical temperature), seguidos de cortes
histologicos de 10um de espessura em criostato Leica-Modelo CM 1850 e analisadas no
microscopio de fluorescéncia Leica DM LB, com comprimento de onda de 655 nm em

aumentos de 10x e 40x.
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Imunoistoquimica (IHC)

A expressdo do BDNF e S-100 no nervo ciatico foram realizadas aos 35 dias nos
GC, GD, GV ¢ GCTMMc, GCTMMm. Realizou-se marcagdo com o sistema biotina
polimero HiDef™ HRP (Cell Marque®) com diaminobenzidina como cromogeno,
usando os respectivos controles positivos e negativos. Os anticorpos usados foram Anti-
S100 (Sigma-Aldrich; diluigdo 1:1000) e Anti-BDNF (Abcam; diluicdo 1:500).
intensidade de reagdo imunohistoquimica foi quantificada usando o software Image J

(National Institute of Health, USA), como foi descrito por (25).

Analise Estatistica

Se analisaram as varidveis do estudo de maneira independente, avaliando-se a
normalidade, obtendo-se a mediana, o valor minimo ¢ o valor maximo. Posteriormente,
comparou-se as medianas de cada variavel entre grupos e entre momentos. Para as
medidas pareadas ou repetidas foram utilizados os testes Wilcoxon e de Friedman,
respectivamente. Para medidas ndo repetidas ou ndo pareadas foram utilizados os testes
de Mann Whitney e de Kruskal Wallis (GraphPad Prism version 5.01 para Windows

(GraphPad Software, San Diego, California, EUA).

Resultados

Avaliacao da Marcha - IFNC

Observou-se, no dia 9, as medianas dos valores de IFNC dos grupos GV (-

86,54), GCTMMc (-89,58) ¢ GCTMMm (-68,84), sendo 0 GV ¢ 0o GCTMMm inferiores
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ao GD (-87,32). Notou-se que a mediana foi GCTMMc>GD>GV>GCTMMm. (P >

0.05).

No dia 18, observou-se a as medianas dos valores de IFNC dos grupos
GCTMMm (-73,86) e GCTMMc (-79,08), sendo inferiores ao GD (-87,32), GV (-

91,00). Observou-se que a mediana foi GD>GV>GCTMMc>GCTMMm (P > 0.05)

No dia 27, observou-se as medianas dos valores do IFNC dos grupos GD (-
81,91), GV (-88,57), GCTMMc (-89,52) ¢ GCTMMm (-64,84). Houve diferenga
significativa  entre os  grupos GCTMMc e GCTMMm  (p<0.020).

GCTMMc>GV>GD>GCTMMm (Figura 6).

No dia 35, observou-se a as medianas dos valores de IFNC dos grupos GD (-

90,00), GV (-86,73), GCTMMc (-86,60) e GCTMMm (-53,58) (Figura 6).

Analise Eletrofisiologica

Laténcia

Verificou-se que as mediadas da laténcia no dia 0 do grupo GV (1,73m/s) e GD
(1,73m/s) comparada com o dia 35 GV (0,00m/s) GD (0,00m/s). Os dados dos GV e
GD ndo puderam ser obtidos pela auséncia total de fibras. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos (p> 0.05).

Constatou-se que as mediadas da laténcia do grupo GCTMMc no dia 0
(1,75m/s) comparada com o dia 35 (3,1 m/s) apresentaram diferenca significativa

(p<0.0078), entre a laténcia inicial e final.



40

Observou-se que as mediadas da laténcia do grupo GCTMMm no dia 0 (1,61
m/s) comparada com o dia 35 (1,73m/s) ndo observou-se diferenga significativa
(p>0.05), apresentando-se valores proximos ao normal antes da lesdo experimental,
indicando que a laténcia ndo foi prolongada neste grupo, por tanto teve melhores

resultados.

No dia 35, notou-se as medianas dos valores da laténcia dos grupos GCTMMm
(3,1m/s) e GCTMMc (1,73m/s), sendo superiores ao grupo GD (0,0m/s). Nao foi
possivel obter os dados da laténcia dos grupos GD e GV pela auséncia total de fibras

para gerar o potencial de acdo (Figura 7).

Amplitude

Constatou-se que as mediadas da amplitude no dia 0 do grupo GD (15,03mV) e
GV (16,95mV) em comparagdo com o dia 35 do GD (0,00mV) e GV (0,00mV).
Apresentou-se diferenca significativa (p<0.0078). Indicando que ndo houve uma
presenca de fibras mielinizadas atingindo o 6rgdo alvo, confirmando a denervaciao do

grupo experimental (Figura 7)

O valor medio da amplitude do grupo GCTMMc e GCTMMm no dia 0 e 35

foram 16,95mV; 3,23mV e 17,45mV; 9,76mV, respectivamente (p<0.0078).

No dia 35, notou-se as medianas dos valores da amplitude dos grupos GD
(0,00mV), GV (0,00mV), GCTMMc (3,23mV) ¢ GCTMMm (9,76mV). Observou-se
diferenga significativa entre 0 GD e GCTMMm (p<0.0005) e entre GV ¢ GCTMMm

(p<0.0005). Observou-se que 0 GCTMMm>GCTMMc>GV>GD (Figura 7).
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Morfometria da Area, Densidade e Didmetro das Fibras Nervosas

No dia 35, observou-se as medianas da densidade ¢ numero de fibras nervosas
dos grupos GCTMMc (4,8+ 1,97/mm?, 2081 fibras); GCTMMm (2,43+ 0,29/mm?, 1499
fibras); GV (3,65 2,65/mm?, 1353 fibras) sendo superiores o grupo GD (2,2 =+
0,71/mm2, 431,5 fibras). Apresentou-se diferenca significativa no numero total de fibras
entre os grupos GD e GCTMMc (p<0.0424) Observou-se que 0S grupos

GCTMMc>GCTMMm>GV>GD (Figura 8).

No dia 35, verifucou-se as medias da 4rea total das fibras dos grupos GV
(437706+164532um’); GCTMMm (600477+53063um?); GCTMMc
(629692+105336um”), sendo superior ao GD (270322 +184781um?”). Observou-se
diferenga significativa entre 0 GD e GCTMMc (p<0.0242). Apresentou-se diferenca

significativa entre 0 GD e GCTMMm (p<0.0242) (Figura 9).

Os achados morfologicos dos nervos ciaticos mostraram degeneragdo axonal em
todos os grupos experimentais, caracterizados pela presenca de quebra e desintegracao
da mielina, cameras de digestdo, ploriferagdio de células de Schwann,
compartimentalizacdo, minifasciculos de degeneragdo rodeados por perineuro e grande
invagdo de tecido conectivo com perda da arquitectura normal. Porem, uma melhora dos
aspectos morfologicos, incluindo rebrotamentos axonais e presenca de fibras
mielinizadas, foram observados na por¢ao distal do nervo ciatico lesado nos grupos GV,

GCTMMm e GCTMMc, quando comparado com o grupo GD (Figura 11).

Foi observada a persistencia das CTMM-TA marcadas na por¢do proximal do
nervo ciatico lesado nos grupos GCTMMc e GCTMMm, indicando o enxerto das

CTMM-TA nos nervos (Figura 13).



42

Imunoistoquimica

No dia 35, analisou-se a as medianas dos valores da expressio do BNDF dos
grupos GV (0,17), GCTMMc (0,32) e GCTMMm (0,29), sendo superiores ao grupo GD
(0,14). Observo-se que a mediana foi GCTMMc>GCTMMm>GV>GD (figura 10).
Observou-se diferenca significativa entre os grupos GCTMMc e GD (p<0.0034).

GCTMMc > GD (Figura 10) (Figura 11).

A expressao de S-100, localizado maiormente na bainha de mielina, foi alta nos

grupos GCTMMc e GCTMMm, quando comparado com o GD e GV (figura 12).

Percebeu-se que uma porcentagem baixa de CTMM marcadas com QDs,
mostraram um comportamento de migracdo desde o lugar de maior concentragdo
celular, até as regides tanto proximais como distais dos nervos reparados com o Scaffold

de veia descelularizada.

As pessagens dos musculos tibial cranial e gastronemio esquerdo no dia 35,
mostraram diferengas estatisticas em todos os grupos experimentais (p<0,0002), quando
comparados com o lado direito (Tabela 1). Porem, na compara¢do dos grupos, ndo
houve diferenca estatistica tanto no musculo grastronemio (p =0.139), como no musculo

tibial cranial (p=0,075).

Discussao

Para a regenera¢do de nervos periféricos o “ambiente” tecidual deve ser
favoravel. As trés maiores falhas que prejudicam a regeneragdo sdo: os constituintes
celulares, a organizagdo geométrica dos componentes ¢ os fatores neurotroficos. Neste
contexto, buscou-se com este estudo influenciar os constituintes celulares responsaveis

pela regeneracdo do nervo periférico e a sintese de fatores neurotréficos através do
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transplante de CTMM e a organizacdo geométrica do nervo através da tubulagdo com a

veia descelularizada.

Estudos tem demonstrado a regeneracdo de nervos periféricos através do
transplante de células de Schwann, mas com limitagdes clinicas pela falta de obtencao
de uma quantidade suficiente (4,9). As CTMM sdao uma fonte promissora pela
capacidade de auto-renovagdo, alta taxa de crescimento e por apresentarem
propriedades multipotentes (10,11,12,13). Diversas fontes de CTMM, incluindo
CTMM-TA, tém sido usadas na regeneracdo de nervos periféricos. Usando se em
combinagdo com tubos em alguns trabalhos, foram diferenciadas a células de Schwann-
like (10). Em outros trabalhos foram injetadas diretamente dentro dos conduites
(4,5,6,7), com a expectativa de secretar fatores paracrinos que possam estimular a

regeneragdo nervosa (5,11)

Diversos trabalhos confirmaram os efeitos positivos das CTMM-TA na
recuperagdo funcional do nervo periférico. Para lesdes de 10mm, as CTMM
diferenciadas e ndo diferenciadas transplantadas em conduites, tiveram efeitos similares
como quando usou-se cé¢lulas de Schwann (9,26). Similarmente, as CTMM-TA
estimularam a regeneracdo do nervo ciatico com neurotmese de 10mm, depois de 6 a 10

semanas (27).

O IFNC ¢ um método de atividade motora, que avalia a musculatura intrinseca
dos membros pélvicos, inervada pelos nervos tibial cranial e peroneal comum (18, 28).
No nosso estudo o GCTMMc mostrou efeitos positivos no IFNC aos 35 dias, de acordo
com os resultados positivos obtidos na analise eletrofisioldgica e no numero e densidade
das fibras nervosas. Neste sentido os resultados sugerem que a recuperagao funcional de

neurotmese € neste curto periodo de tempo ¢ substancial, com o uso de terapia celular.
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Contrario ao descrito, alguns trabalhos tem mostrado poucos efeitos na melhora da
funcdo muscular intrinseca em estudos de neurotmese e transplante de CTMM (29), ou
auséncia de efeitos sinérgicos entre CTMM e o exercicio apds neurotmese de nervo

periférico (30).

As alteragdes na ENMG apds a neurotmese do nervo ciatico foram
caracterizadas por um pico negativo inicial com marcada diminui¢ao da amplitude e um
inicio de laténcia prolongado nos grupos GD, GV, porém com melhores resultados no
GCTMMc e GCTMMm. Os estudos eletrofisioldgicos sdo eficientes e tem mostrado
boa correlagdo com a severidade da lesdo de nervos periféricos em modelos

experimentais (18, 22).

Os grupos tratados com CTMM-TA revelaram melhores resultados na amplitutde do
que os GV e GD, indicando que tiveram mais crescimento de fibras mielinizadas
generando o registro eletrofisiologico. Alem disso, os GCTMMc ¢ GCTMMm
mantiveram a latencia proximo aos valores normais, indicando que o tratamento pode
ter contribuido na remieliniza¢do do nervo danificado. Esta afirmacdo ¢é reforcada pelos
achados no IFNC e pelo incremento no niimero, area e densidade de fibras nervosas na
porcao distal do nervo ciatico, nos grupos GCTMMc e GCTMMm, indicando a
presenca de rebrotamentos axonais mielinizados como foi descrito em outros estudos
(18,22). Provavelmete essses efeitos foram associados com a melhora do
microambiente, mediado pelos fatores neurotroficos tais como o BDNF, secretado pelas
CTMM. Por outro lado, a presenca de CTMM marcadas com nanocristal Qtracker®

655 nos grupos GCTMMc e GCTMMm, suportam esses achados.

Ha evidencia in vitro e in vivo que fatores neurotroficos exdgenos estimulam a

regeneragdo de axonios no coto distal dos nervos lesados por axonotemese ou
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neurotmese. A familia das neurotrofinas envolvidas no processo de regeneracao,
estimulando a sintese de proteinas do citoesqueleto, inclui o NGF, BDNF, NT-3,4¢e5¢
0s seus receptores P75NPR ¢ Trk (17,12,31,32,33) . Os receptores do BDNF e NGF sao
expressados poucos dias apos a lesdo do nervo, seguido de uma diminuicdo da
expressdo em aproximadamente em 4 semanas. Neste contexto, a alta expressdo do
BDNF observado no nosso estudo em 35 dias nos grupos GCTMMc e GCTMMm
sugire que as CTMM-TA transplantadas secretaram essas neurotrofinas, de acordo com

outros estudos (17,32,,33,34).

Estudos tem relatado que com estimulos apropiados e condigcdes do
microambiente as CTMM podem se diferenciar em células Schwann-like (8,10,17). Por
outro lado, em um estudo in vivo demonstrou-se incremento da proteina S-100 e o
receptor p75NTR no nervo ciatico apos neurotmese em ratos (35). Portanto, o aumento na
expressdo de S-100 no grupo GCTMMc e GCTMMm em comparacdo com GD e GV
no nosso trabalho, pode ser relacionado com a possivel diferenciacdo a células
Schwann-like das CTMM-TA transplantadas, assim com ao aumento da ploriferacdao
endogena das células de Schwann mediada pelos efeitos paracrinos das CTMM-TA

como foi supracitado.

No modelo de neurotmese a recuperagdo funcional comeca ao redor de 30 dias,
com a formacdo de axonios maduros e bainha de mielina atingindo o limiar de 120 dias
(36). Portanto, a auséncia de recuperacdo muscular nos grupos tratados com CTMM

pode ser justificada pelo tempo insuficiente para uma completa reinervagdo muscular.

Em geral a neurotmese de 10 mm de intervalo produz minima ou ausente
recuperagdo funcional em ratos (4,37). Contudo, diversos estudos usando terapia

baseada em CTMM mostraram efeitos positivos na regeneracao do nervo cidtico 6 a 12
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semanas depois da neurotmese, variando de 3 a 10mm de intervalo da lesdo
(29,38,39,40). Nossos resultados estdo de acordo com esses achados, indicando que
apods a neurotmese de 10mm, a regeneracdo do nervo ¢ aumentada pelo transplante de

CTMM, ainda em um curto periodo de 35 dias.

A regeneracdo de nervos pode depender do gradiente e disponibilidade das
neurotrofinas, por tanto didmetro do scaffold pode influenciar. Didmetros acima de 2
mm foram observados nas veias descelularizadas. Diversos estudos demonstraram que o
reparo usando-se tubos de menor diametro apresentam melhores resultados no processo
de regeneragdo do nervo periférico em modelos murinos de neurotmese (41,42). Neste
sentido as CTMM suportaram a regeneragdo e recuperacdo funcional pelo aumento da

produgdo de fatores neurotroficos e a capacidade de homing.

Conclusoes

Com a metodologia empregada demonstrou-se que as CTMM derivadas do
tecido adiposo canino e murino apresentaram efeitos positivos para o processo de
regeneragdo do nervo cidtico no modelo experimental de neurotmese em ratos.
Adicionalmente observamos que as CTMM murinas apresentaram melhores resultados,

funcionais, eletrofisiologicos e morfoldgicos do que as CTMM caninas.
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Figura 6. Grafico representando a pegada tipica obtida de um animal normal com as

suas respectivas variaveis e avaliagdo da marcha. O efeito do transplante de CTTMM na
funcdo do nervo ciatico foi determinado nos GC (n=7) GD (n=7), GV(n=7), GCTMMCc
(n=7), GCTMMm (n=7), aos dias 9, 18, 27, 35 ap6s os procedimentos cirurgicos (1-4

semanas). * diferen¢a entre os grupos (p<0,020).
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Figura 7. Grafico representando a amplitude (A) e a laténcia (B) dos grupos
experimentais nos dias 0 antes dos procedimentos experimentais e 35 apds o reparo do
nervo ciatico esquerdo. O efeito do transplante de CTMM na ENMG do nervo ciatico
foi determinada nos GD (G1, n=7) GC (G2, n=7), GV (G3, n=7), GCTMMc (G4, n=7),
GCTMMm (G5, n=7). ** diferenga entre os grupos (p<0.0005).
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Figura 8. Graficos representando a densidade de fibras nervosas (A) e o nimero total
de fibras (B). Grupos experimentais GD, (n=7), GV(n=7), GCTMMc¢ (n=7), GCTMMm
(n=7), no momento final do experimento (35 dias). * diferenca entre os grupos
(p<0.0424)
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Figura 9. Grafico representando a area total do nervo. Grupos experimentais GD,
(n=7), GV(n=7), GCTMMc (n=7), GCTMMm (n=7), no dia 35 apds o reparo do nervo

ciatico esquerdo. * diferenga entre os grupos (p<0.0242).
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Figura 10. Grafico representando a marcagdo imunohistoquimica do BDNF. GD (n=7),
GV(n=7), GCTMMc (n=7), GCTMMm (n=7), no dia 35 ap6s o reparo do nervo cidtico
esquerdo. * diferenga entre os grupos (p<0.0034).
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Figura 11. Imagens panoramicas e em zoom, do nervo cidtico esquerdo dos grupos:
GC (A,B,C), GD (D,EJF), GV (G,H,]), GCTMMc (J,K,L), GCTMMm (M,N,0),
mostrando o didmetro total da fibra nervosa (A,D,G, J, M, magnificacdo, 10x), nimero
e densidade de axdnios (B, E, H, K,N, magnificacdo,100x) e tincdo positiva de
imunoistoquimica para BDNF na porcao distal do nervo ciatico esquerdo(C, F, I, L, O,

magnificacdo, 40x).
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GCTMMc

GCTMMm

Figura 12. Imagens panoramicas e em zoom, do nervo cidtico esquerdo dos grupos:
GC (A,B), GD (C,D), GV (E,F), GCTMMc (G,H), GCTMMm (1,J), mostrando o
diametro niumero e densidade de axonios, representando a auséncia e quebra da bainha
de mielina e axdnios degenerados (A, C, E, G,I, magnifica¢do,100x) e tingao positiva de
imunoistoquimica para S-100 na porcao distal do nervo ciatico esquerdo, mostrando
baixa intensidade no GC (controle de denervagdo) (B), e positividade para a marcacao
nos grupos GV, GCTMMc e GCTMMm, indicando presenga e proliferacao de células
de Schwann (B,D,F,H.,J, magnificagdo, 40x).
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Figura 13. Marca¢gdo das CTMM com os nanocristais Qtracker® 655 no microscopio
de fluorescéncia com o filtro vermelho (A) e verde (B), 35 dias apos a tubulagdo com
veia descelularizada do nervo ciatico esquerdo e microencapsulagdo com gel de
plaquetas. As setas representam as CTMM caninas. Na regido demarcada observa-se a
concentragdo da maioria da CTMM caninas principalmente na regido proximal,
conformando uma estrutura redonda compativel com a microencapsulacdo do gel (B).
Note-se a migragdo celular para o coto distal (setas). Detecta-se algumas células

migrando pra a regido proximal (cabeca de seta). Magnificagao 10x (A, B).
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Tabela 1. Massa (g) dos musculos tibiais craniais direito e esquerdo. Media (g), desvio

padrdo, mediana, valor minimo e méximo do didmetro do peso do musculo tibial cranial

direito e esquerdo nos animais dos grupos, GD, GV, GCTMMc e GCTMMm

Massa do Musculo

Tibial Cranial Direito (g)

Massa do Musculo

Tibial Cranial Esquerdo (g)

Grupos

Media/dp ~ Modian Média/dp gl
1.GD 0,63£0,07 0,65 0,16£0,02 0,15

Ab (0,48/0.87)  Ab (0,13/0,22)
2.GV 0,61£0,15 0,60 0,170,038 0,17

Ac (045/0.82)  Aec (0,12/1,22)
3.GCTMMm  048+020 044 0,17£0,06 0,16

Db (0,22/0.85) Db (0,11/0,26)
4. GCTMMc _ 0,55£0,14 049 0,15£0,05 0,13

Ba (039/0,72) Ba (0,11/0,27)

Massa do Musculo Tibial Cranial direito: GD=GV=GCTMMm=GCTMMc
Massa do Musculo Tibial Cranial esquerdo: GD=GV=GCTMMm=GCTMMc
Medias seguidas de letras mintsculas diferem estatisticamente entre si (P<0.05)
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Tabela 2. Massa (g) do musculo gastrocnémio direito e esquerdo. Média (g), desvio
padrdo, mediana, valor minimo e maximo do didmetro do peso do musculo

grastrocnémio e esquerdo nos animais dos grupos, GD, GV, GCTMMc e GCTMMm

Massa do Musculo

Gastrocnémio direito (g)

Massa do Musculo

Gastrocnémio esquerdo (g)

Grupos

Media/dp gl Medidp gl
1.GD 172028 16 0402002 042

Ac (01,13/02,2)  Ac (0,27/0,50)
2.GV 19£052 01,85 0472011 045

Be (127/2,6)  Be (0,37/0,74)
3.GCTMMm  2,0£0,76 1.9 0,61£0,16 0,59

Ab 091/3,1)  Ab (0,11/0,26)
4. GCTMMc  18%0,16 1.6 05:0,16 047

Da (13/25)  Da (0,33/0,83)

Massa do Misculo Gastrocnémio esquerdo: GD=GV=GCTMMm=GCTMMc
Massa do Misculo Gastrocnémio direito: GD=GV=GCTMMm=GCTMMc

Médias seguidas de letras minusculas diferem estatisticamente entre si (P<.05)
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All sections of manuscripts must be double-spaced.
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