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micromass stained by toluidine blue (C). ADMSCs at 20x magnification, 3rd
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Figura 2 Histological evaluation of the ventral horn of the spinal cord (T10
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chromatolysis (B). Note the frequent spheroid and vacuolization of white matter,
central chromatolysis, extensive area of hemorrhagic necrosis (malacia)

(asterisk), mainly in gray matter with moderate gitter cells (Square)(C), 100 um

Figura 3. Representation of spinal cord, brain, liver, kidneys, and lungs
analyzed with an in vivo imager. On the left, negative control organs, in the
middle, organs from rabbits 1 to rabbit 8. Organs that were equal to the
negative control were considered negative and those with more fluorescence
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RAMOS, M.C. Homing de células estromais mesenquimais
multipotentes caninas apoés transplante pela via epidural em modelo
experimental de les&o raquimedular aguda em coelhos. Botucatu, 2020. 60
p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.
RESUMO

As células estromais mesenquimais multipotentes (CTM) tém sido
apresentadas pela comunidade cientifica como uma alternativa promissora no
tratamento de doencas inflamatdrias, traumaticas, vasculares e degenerativas
do sistema nervoso central devido a suas propriedades anti-inflamatérias,
imunomoduladoras e neuroregenerativas. Um dos fatores que podem afetar a
eficacia da terapia celular é a via de transplante utilizada. O objetivo deste
estudo foi avaliar o homing de CTMs derivadas do tecido adiposo caninas
(AdCTMs) transplantadas pela via epidural em modelo experimental de leséo
raquimedular aguda em coelhos. A lesdo raquimedular foi induzida
experimentalmente em 8 coelhos por compressdo do segmento medular T10,
imediatamente apds os animais foram submetidos ao transplante de ADCTMs
caninas marcadas com nanocristais Qtracker 655® pela via epidural entre os
espacos L7-S1. Sete dias apds o transplante, o homing das AdCTMs caninas
foi avaliado na medula espinhal, encéfalo, figado, rins, baco e pulméo por meio
de deteccao de fluorescéncia em imageador in vivo. Os segmentos medulares
L7-S1 e local de lesdo foram analisados em microscopia confocal para a
presenca de ADCTMs marcadas. Constatou-se a presenca de AACTMs caninas
em local de lesdo na medula espinhal e segmento L7-S1, houve marcacao em
encéfalo, pulméo, figado e rins, ndo houve marcacdo em baco. A presenca de
AdCTMs na medula espinhal comprova a capacidade destas células passarem
pela dura mater e atingirem o local de lesédo. O transplante epidural é viavel e
minimamente invasivo, sendo um bom candidato para o0 uso em terapia celular

no contexto de doencas neurologicas.



Palavras-Chave: rastreabilidade celular, células estromais

mesenquimais, transplante xenogénico, via epidural, trauma medular.

RAMOS, M.C. Canine multipotent mesenchymal stromal cells homing
after epidural transplant in experimental model of acute spinal cord injury
in rabbits. Botucatu, 2020. 60 p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

ABSTRACT

Multipotent mesenchymal stromal cells (MSC) have been presented by
the scientific community as a promising alternative in the treatment of
inflammatory, traumatic, vascular and degenerative diseases of the central
nervous system due to their anti-inflammatory, immunomodulatory and
neuroregenerative properties. One of the aspects that can affect the
effectiveness of the stem cell therapy is the transplantation route used. The aim
of this study was to evaluate the homing of canine adipose derived MSCs
(AdMSCs) transplanted via epidural injection in an experimental model of acute
spinal cord injury in rabbits. New Zealand rabbits (n=8) were subjected to the
spinal cord injury induced by compression of the 10" thoracic segment.
Immediatily after the surgical procedure, the animals were submitted to the
transplantation of marked AAMSCs with quantum dots Qtracker 655® through
epidural injection between the L7-S1 spaces. Seven days after the transplant,
the brain, spinal cord, lungs, kidney, spleen and liver were collected and
evaluated by fluorescence imaging. The spinal cord segments L7-S1 and
thoracic injury site were evaluated by confocal microscopy to identify the
presence of marked canine ADMSCs. Results shows that AMSCs migrate to
thoracic spinal cord segment, lungs, brain, liver and kidneys, no fluorescence
was observed in spleen. The presence of canine ADMSCs in spinal cord
indicates the capacity of these cells to overcome the dura mater and reach the
injury site. The epidural delivery is feasible and minimally invasive and might be
a good candidate for cell transplantation in the context of neurological diseases.



Keywords: stem cell tracking, xenotransplant, epidural transplantation,

spinal cord injury, mesenchymal stromal cells.



CAPITULO 1
1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As células estromais mesenquimais multipotentes (Multipotent
Mesenchymal Stromal Cells -CTMs) tém atraido a atencdo da comunidade
cientifica devido a sua capacidade imunomoduladora e regenerativa, que as
torna promissoras no tratamento de doencas inflamatérias, imunoldgicas,
degenerativas, neurolédgicas, cardiovasculares, entre outras. Seu uso em
lesBes raquimedulares tem se mostrado benéfico por promover um efeito anti-
inflamatério e reparador tecidual que pode levar a recuperagcdo funcional
motora e sensitiva em pacientes humanos e ndo humanos (DENG, 2006;
BERNARDO; FIBBE, 2013; HOFFMAN;DOW, 2016).

A migracao de células para o local da les&o é chamado de “Homing” e é
um fator importante para a eficacia da terapia celular, uma vez que a sua acao
€ bastante ligada a capacidade das células em produzir fatores que atuam de
maneira paracrina ou justacrina "as células alvo, desta maneira, acredita-se
que guanto mais préximo as CTMs estiverem do tecido lesado, melhores serdo
os resultados esperados (SOHNI;VERFAILLIE, 2013; HOFFMAN; DOW,
2016).

O uso de CTMs tem sido amplamente estudado no contexto das lesGes
raquimedulares e apresenta-se como uma alternativa terapéutica promissor. A
via intratecal foi empregada em vérios estudos envolvendo les@es inflamatérias
do sistema nervoso central e lesdes raquimedulares (SATAKE, 2004; BAKSHI
et al.,, 2006; PAUL et al.,, 2009; YANG, 2018), demonstrando ter bons
resultados relacionados "a migracdo das células para o local lesionado e
eficacia terapéutica (SATAKE, 2004; BAKSHI et al., 2006).

A via epidural foi pouco explorada até o momento, porém esta via tem
grande potencial para ser usada em terapias celulares por ser pouco invasiva e
pela dura mater ser suprida por arteriolas e vénulas meningeas que podem

favorecer o homing das células transplantadas (LEE, et al., 2017). A busca



constante por técnicas pouco invasivas e eficazes para transplantes celulares
estimula a experimentacdo de vias pouco exploradas. Recentemente a via
intranasal foi avaliada no contexto de doencas cerebrais, indicando que as
CTMs derivadas da geleia de Wharton do corddo umbilical humano migraram

para o encéfalo de camundongos (GALEANO et al., 2018).

Buscar vias alternativas para transplantes celulares é importante, visto
gue outras vias utilizadas atualmente podem ocasionar maiores lesdes para o
paciente, como no caso de aplicacdes intralesionais, perilesionais, intratecais
ou intraventriculares. A via intravenosa € muito utilizada em terapia celular,
porém € sabido que as células podem ser aprisionadas em outros 6rgaos e ndo
migrarem em quantidades suficientes para promoverem a regeneragao do SNC
(LEIBACHER ; HENSCHLER, 2016). O acesso epidural € muito utilizado para a
administracdo de drogas anestésicas em casos de cirurgia abdominal, se
mostrando eficiente para a distribuicdo destes medicamentos. E facil de ser
acessado e menos invasivo por ndo adentrar o espac¢o subaracnoide, limitando

ainda mais o risco de lesdo da medula espinhal.

Pensando em terapia celular no contexto clinico, a via epidural poderia
ser uma alternativa ao transplante intratecal ou intravenoso caso seja
comprovada que as células transplantadas pela via epidural sejam capazes de

atravessar a dura mater e migrar para o local da leséo raquimedular.

O estudo das diferentes vias de transplante de CTM em lesdes do
sistema nervoso central € fundamental para o desenvolvimento de protocolos
seguros e eficazes, antes desta biotecnologia ser aplicada na rotina clinica
meédico veterinaria. Nosso grupo de pesquisa tem estudado a viabilidade, a
seguranca e a eficacia do transplante intratecal de CTM autéloga e alogénicas
em equinos e caninos (MAIA et al.,, 2015; BARBERINI et al.,, 2018). Neste
contexto, o estudo do homing das AdCTMs caninas apds o transplante
intratecal em modelo experimental de lesdo raquimedular aguda em coelhos
visa obter dados que suportem o desenvolvimento futuro de protocolos de
terapia celular para o tratamento de enfermidades do sistema nervoso central

em caes.
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