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RESUMO

BOCABELLO, R. Z. O uso da condroitinase ABC combinada com células-
tronco do epitélio olfatério de coelhos em modelo d e lesdo medular por
hemisseccéo dorsal em coelhos. [The use of chondroitinase ABC combined with
rabbit olphatory stem cells in rabbit model of spinal cord injury by dorsal
hemissection]. 2013. 50 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Cerca de 0,005% da populacdo mundial sofre de lesdo medular. O processo
regenerativo do tecido nervoso apresenta limitada capacidade para repor as células
danificadas (JOHANSSON et al., 1999) e produzir inibidores de crescimento dos
axonios associados com a mielina para formacdo de cicatriz glial (OLSON, 2002).
Apesar de resultados promissores, ainda existem controversas quanto ao uso de
células-tronco. A eliminacdo da cicatriz glial, os beneficios de sua formacédo em
diferentes fases e a avaliacdo da liberacdo de inibidores de crescimento axonal
podem ser parametros de andlise para o tratamento medular. A enzima
condroitinase ABC atua nessa lesdo. Neste trabalho avaliamos a interrupcédo do
processo de liberacdo de inibidores axonais da cicatriz da glia em um tempo nao
agudo de 7 dias da lesdo, sem descartar seus beneficios na fase de formacéo.
Nosso objetivo foi utilizar terapia celular e estabelecer um protocolo de tratamento
eficaz, criando uma linha de pesquisa nos estudos da lesdo medular. Foi utilizado
um grupo de coelhos experimental com realizacdo de hemisseccdo dorsal e
instituido o uso da condroitinase ABC, por aplicacdo, com micro injecdo a curto
prazo da lesdo. Foi aplicada célula-tronco mesenquimal no foco da lesdo apés o
tratamento da cicatriz da glia com a enzima. Avaliamos por imunohistoquimica a
liberacdo de glial fibrillary acidic protein (GFAP) e sulfato de condroitina
proteoglicano (SCPg) nos tecidos apds o tratamento no qual foi pretendido fechar
algumas lacunas e evitar falhas j4 descritas, e abrir uma nova esperanca no
tratamento de pacientes com lesdo medular. Nossos resultados ainda mostraram um
entendimento superficial sobre a enzima e sua acdo sobre cicatrizacdo da glia em
associacdo com o implante celular. Foi aberta uma nova linha de questionamento
sobre os beneficios causados a regeneracdo medular previamente a aplicacdo de

células-tronco.

Palavras-chave: Lesdo medular. Condroitinase ABC. Células-tronco.



ABSTRACT

BOCABELLO, R. Z. The use of chondroitinase ABC combined with rabbi t
olphatory stem cells in rabbit model of spinal cord injury by dorsal
hemissection. [O uso da condroitinase ABC combinada com células-tronco do
epitélio olfatério de coelhos em modelo de lesdo medular por hemisseccéao dorsal
em coelhos]. 2013. 50 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2013.

Around 0,005% of global human population is affected by Spinal Cord Injury (SCI).
The regenerative process of neural tissue shows a limited capacity to replace
damaged cells (JOHANSSON et al., 1999) and to produce growth inhibitors of
associated axons with myelin to create glial scar (OLSON, 2002). Plenty of studies
are being developed with stem cell and, despite successful results, there still are
controversial opinions. The elimination of the glial scar, the benefits of its growth at
different stages and the assessment of axonal growth inhibitors' release can be
parameters of analysis for treating spinal cord. The enzyme chondroitinase ABC acts
in this lesion. In this paper we evaluated the release interruption of axonal inhibitors
of glial scar in a non-acute 7 days term from injury, not disregarding its benefits
during growth. Our goal was to use cell therapy and establish an effective treatment
protocol, creating a research line for studies of spinal cord injury and its treatment. A
group of rabbits was used under experimental model, conducting dorsal hemisection
and application of chondroitinase ABC with micro injection in short-term injury.
Mesenchymal stem cells were applied in the lesion focus after the glial scar treatment
with the enzyme. Immunohistochemically, we evaluated the release of glial fibrillary
acidic protein (GFAP) and sulfate chondroitin proteoglycan (SCPg) in tissues after
treatment which was intended to close some gaps and avoid failures described
above, and open a new hope in the treatment of patients with spinal cord injury. Our
results also showed superficial understanding of the enzyme and its action on glial
scarring in association with cell implant. It has opened a new line of questioning

about the benefits due to spinal cord regeneration prior to application of stem cells.

Key-words: Spinal cord injury. Chondroitinase ABC. Stem cells.
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1 INTRODUCAO

Somente nos Estados Unidos as lesbes medulares afetam de 3 a 5 pessoas
em cada 100000, com numeros bastante similares em outros paises (OLSON,
2002). Durante muitas décadas os lesados medulares ndo tinham esperanca de
tratamento. Porém, nos anos 90 neurologistas iniciaram o tratamento destas lesdes
com o uso de esterdides e drogas antiinflamatérias ndo esteroidais, entretanto
observaram-se uma melhora muito reduzida em poucos casos (NESATHURAI,

1998).

O processo regenerativo de danos sofridos ao sistema nervoso central
(SNC), e em especial a medula espinhal, apresenta alguns fatores limitantes, tais
como a capacidade limitada do SNC em repor as células danificadas (JOHANSSON
et al., 1999) e a producéao de inibidores de crescimento dos axdnios associados com

mielina e a formacao da cicatriz glial (OLSON, 2002).

A cicatriz glial € predominantemente composta de astrocitos reativos,
microglia/macréfagos e moléculas da matriz extracelular, especialmente de sulfato
de condroitina proteoglicana (SCPG) (ROLLS et al., 2008). Os efeitos inibitérios do
tecido cicatricial sdo considerados como o principal empecilho a regeneracdo do
tecido nervoso. Vérios trabalhos demonstram a utilizagdo de substancias e enzimas
que eliminam ou reorganizam a cicatriz glial e também com ressecc¢éo cirargica da
cicatriz da glia, onde tém se destacado o uso da condroitinase ABC, uma substancia
que atua principalmente na eliminacdo da cicatriz da glial, em qualquer época da sua
formacao (JONES et al.,, 2003; ROLLS et al., 2008; SHIELDS et al., 2008; TOM;

HOULE, 2008; RASOULI et al., 2009).
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Em tratamento em lesados medulares, o principal objetivo € a eliminacédo da
cicatriz glial, entretanto o seu estudo apresenta algumas lacunas importantes. Até o
presente momento a cicatriz glial era tida como uma barreira a ser eliminada, devido
a producdo de inibidores de crescimento axonal importantes no processo de
regeneracdo do SNC. Porém, Rolls, Schecter e Schwartz (2009) demonstram
diversos beneficios diretos ao processo de regeneracdo medular através da
formacdo da cicatriz glial em uma primeira etapa, e poucos efeitos deletérios da
cicatriz glial em uma segunda etapa, relacionados principalmente com a producéo

de hormonios inibitorios.

Diversos inibidores de crescimento axonal ja foram identificados
acompanhando a lesdo medular. As proteinas mais conhecidas derivadas de mielina
sdo o0 NOGO A, myelin-associated glycoprotein (MAG) e a oligodendrocyte myelin
glycoprotein (OMG) (CARONI; SCHWAB, 1988; MCKERRACHER et al.,, 1994;
GRANDPRE; STRITTMATTER, 2001). Estes séo inibidores que estdo associados a
formacéo da cicatriz glial acompanhando o processo de lesdo medular. A principal
funcdo destes inibidores junto com a cicatriz glial, € realizar barreira para a
regeneracdo do SNC em especial da medula espinhal. Tais inibidores possuem o
sitio de atuacdo, o Nogo 66, também conhecido como Nogo Receptor (NgR)

(FOURNIER et al., 2001).

Um grande numero de estudos tem sido realizado com células-tronco de
diferentes fontes em diferentes modelos animais de lesdo medular (IWANAMI et al.,
2005; LEE et al., 2007; LIM et al., 2007), mas apesar dos resultados em animais
parecerem bastante promissores, as tentativas terapéuticas em humanos
apresentam resultados de minima melhora clinica, ou bastante controversos

(MACKAY-SIM et al., 2008).



13

Portanto o presente estudo tem como objetivo estabelecer um protocolo para
a lesdo medular espinhal que transponha a cicatriz glial sem excluir seus efeitos
benéficos para a regeneracdo do SNC em um modelo de hemissec¢cdo medular em

coelho.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Estabelecer um protocolo para a lesdo medular espinhal que transponha a
cicatriz glial sem excluir seus efeitos benéficos para a regeneracdo do SNC em um

modelo de hemisseccédo medular em coelho.

2.2  ESPECIFICOS

1- Analisar histologicamente a producao da cicatriz glial através da deposicao

do sulfato de condroitina proteoglicano em modelo animal experimental.
2- descrever a técnica cirargica por hemisseccao dorsal.

3- analisar a lesdo medular (LMI) por hemisseccdo dorsal em coelhos

histologicamente com a técnica de hematoxilina e Eosina e Picrossirius.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 LESAO MEDULAR E MEDULA ESPINHAL

A medula espinhal se localiza no interior do canal vertebral e possui raizes
ventrais (motoras) e dorsais (sensitivas) (LECOUTEUR; CHILD, 1992; FERNANDEZ;
BERNARDINI, 2010). Pode ser divida em quatro porcdes: a cervical, composto pelos
cinco primeiros segmentos cervicais (C1-C5), a cervicotoracico ou intumescéncia
cervical (C6-T2), a toracolombar (T3-L3), e a lombossacral ou intumescéncia lombar
(L4-S3) (FERNANDEZ; BERNARDINI, 2010). Os cdes possuem 26 discos
intervetebrais presentes nos corpos das vertebras com excecao do espaco entre o
atlas e o axis, e na regido sacral (FERNANDEZ; BERNARDINI 2010). E composto
por um nucleo pulposo interno, formado por uma substancia gelatinosa e por um
anel fibroso externo formado por um material fibrocartilaginoso e fibras elasticas
(JONHSON et al.,, 1984; COLE et al.,, 1985; BRAY; BURBIDGE; 1998; COSTA,
2001). A principal funcdo do nucleo é amortecer os impactos na coluna vertebral
(COLE et al., 1985).

Os discos intervertebrais permitem o movimento, minimizando e absorvendo
0S impactos e unindo segmentos da coluna vertebral. Caso ocorra uma compressao
do disco, o choque é absorvido pelo deslocamento do nucleo em todas as direcdes e
pela distensdo do anel de forma que as forcas sdo dissipadas sobre a area
aumentada do anel e placas terminais cartilaginosas (TOOMBS; BAUER, 1995).

A lesdo medular € uma doenca que afeta de forma consideravel tanto

humanos como os animais, hdo apenas no aspecto fisico, mas também psicologico.
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De trés a cinco pessoas em cada 100.000, sdo acometidas por esse mal,
anualmente (OLSON, 2002) e na medicina veterinaria as lesées medulares séo
frequentes tanto resultantes de traumas como de discopatias (SEIM, 1996).

A lesdo medular traumética em cédes pode ser resultado de trauma
endogéno (Hérnia de disco intervertebral) e exdgeno (acidentes com carros). Em
ambas, as lesbes medulares possuem mecanismos de leséo primario e secundario.

Os mecanismos da leséo primaria sédo resultados da injuria fisica a medula
espinhal, e as mudancas patologicas envolvem lesdo axonal, dano mecéanico direto
as células, e vasos sanguineos rompidos. J4 os secundarios envolvem distarbios
eletroliticos, perda da regulacdo da pressao local e sistémica, reducdo do fluxo
sanguineo da medula espinhal, quebra da barreira hematoencefélica, producao de
radicais livres, desequilibrio das metaloproteinases ativadas e emissdo de
neurotransmissores citotoxicos (TATOR et al. 1991; KRASSIOUKOV; CLAYDON,
2006).

O processo regenerativo de danos sofridos ao sistema nervoso central
(SNC), e em especial a medula espinhal, apresenta alguns fatores limitantes, tais
como a capacidade limitada do SNC em repor as células danificadas (JOHANSSON
et al., 1999) e a producédo de inibidores de crescimento dos axdnios associados com
mielina e a formacdo da cicatriz glial (OLSON, 2002) que é constituida
predominantemente de astrocitos reativos, microglia/macrofagos e moléculas da
matriz extracelular, especialmente de sulfato de condroitina proteogliana (SCPG)
(ROLLS et al., 2008).

Assim, efeitos inibitérios desta cicatrizacdo sao considerados como o
principal limitante a regeneracédo do tecido nervoso. Desta forma, muitos trabalhos

tem demonstrado a utilizacdo de substédncias e enzimas que eliminam ou
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reorganizam a cicatriz glial, onde tem se destacado o uso da condroitinase ABC que
atua principalmente na eliminacdo da cicatriz da glial (SHIELDS et al., 2008; TOM;
HOULE, 2008; RASOULI et al., 2009).

Entretanto, também é mostrado que nas duas primeiras semanas apos a
lesdo medular, a cicatriz da glia apresenta importantes efeitos benéficos. (ROLLS et
al., 2008). A acao dos astrocitos pode ser importante para limitar a resposta
inflamatoria, porém, isso pode ser feito a custa de uma rebrota axonal bastante
reduzida (OGAWA et al., 2002).

A gravidade da lesdo medular depende de varios fatores como a forca e
quantidade de material herniado, e nas lesdes toracolombares € dividido em grau 1,
2, 3, 4 e 5. No grau 1, os principais sintomas clinicos sdo a presenca de dor e a
resisténcia ao movimento sem sintomatologia neurologica. No grau 2 os pacientes
apresentam déficit proprioceptivo bilateral e ataxia do ter¢co superior, enquanto no
grau 3 notamos a falta de apoio nos membros. O grau 4 € caracterizado pela
ocorrencia de paraplegia e o grau 5 por perda da sensibilidade a dor superficial e
profunda e alteragdo na miccgéao.

O tratamento pode ser conservador ou cirdrgico dependendo do grau da leséo
e das condicoes clinicas do paciente. Para os graus 1 e 2 indica-se o tratamento
conservador e é baseado principalmente no repouso absoluto do paciente o que
acarretaria uma fibrose e cicatrizacdo do material herniado. Animais dos graus 3, 4,
5 e 6 com o aparecimento dos sintomas a menos de 48 horas recebem indicacao de
tratamento cirurgico, entretanto, pacientes com perda de sensibilidade dolorosa
profunda e ha mais de 48 horas do trauma ndo sdo indicados para cirurgia

(KNECHT, 1972; SHARP; WHEELER, 1994; FERNANDEZ; BERNARDINI, 2010).
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3.2 APLICACAO DA TERAPIA CELULAR NA LESAO MEDULAR

O interesse no estudo das células-tronco (CT) esta relacionado com as
possibilidades que as mesmas oferecem para a medicina regenerativa,
representando uma revolugdo no entendimento dos mecanismos de reparo e
regeneracao tecidual, podendo ser aplicadas em terapias para diversas doengas
(SCHWINDT et al., 2005). O objetivo da medicina regenerativa € a de substituir ou
restaurar a funcdo normal das células, tecidos e 6rgdos que estdo danificados por

alguma doenga.

As células-tronco utilizadas em transplantes devem ser imunologicamente
inertes, possuir rapida expansibilidade em cultivo com sobrevivéncia em longo prazo
e de integracdo no sitio hospedeiro além de serem propicias a transfeccdo e
expressao de genes exdgenos (AZIZI et al., 1998).

Devido ao conhecimento da ndo regeneracdo das células nervosas
(RAMON; CAJAL, 1928), a terapia direcionada a lesdo medular tinha como
finalidade diminuir a inflamacédo causada pela lesdo medular aguda (BAPTISTE;
FEHLINGS, 2007).

Atualmente varios estudos tem demonstrado o potencial neurogénico das
células-tronco em animais com lesdo medular (NOSRAT et al., 2001; LIMA et al.,
2006; PAUL et al., 2009). Em alguns deles foram notados melhora clinica
significativa apos a utilizagdo das células-tronco na lesdo medular (LEE et al., 2007,
LIM et al., 2007; CAO; FENG, 2009).

Segundo Marshall et al. (2006) alguns estudos focam as células-tronco do
epitélio olfatério e levantam a hipdtese sobre o possivel potencial de regeneracdo

axonal e cura de doencgas demielinizantes. Mackay-Sim et al. (2008) realizaram
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estudos em 12 pacientes humanos com lesdo medular cronica, mediante a a
aplicacdo de ceélulas do epitélio olfatorio por via local, sendo que apenas um
paciente apresentou alguma melhora clinica. Entretanto, os autores concluiram que
o transplante dessas ceélulas na medula espinhal € um procedimento factivel e

seguro, apesar do “n” reduzido.
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MATERIAIS E METODO
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4 MATERIAIS E METODO

Este experimento esta de acordo com o0s principios éticos de experimentacao
animal da “Comissdo de ética no uso de animais” da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, protocolado sob o numero

2081/2011, tendo sido aprovado em reunido de 16/02/2012.

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 9 coelhos da raca nova Zelandia, com idade média de 1
ano, pesando 2,5-3,0 kg. Os animais foram obtidos em granja especializada na
producdo de animais utilizados em pesquisa experimental (Granja RG - Comércio de
Produtos Agropecuarios Ltda. ME- Sdo Paulo-SP).

Os coelhos foram divididos em 3 grupos experimentais de 3 animais cada. O
grupo 1 (G1) foi submetido a lesdo medular, sete dias apos foram injetados com
solucéo salina fosfatada (PBS) e apds sete dias células-tronco do epitélio olfatorio
de coelhos (r-OESC) e eutanasiados com mais sete dias. O grupo 2 (G2), foi
submetido a lesdo medular, sete dias depois foi injetada condroitinase ABC e sete
dias depois células-tronco por via intramedular e eutanasiados com mais 7 dias de
experimento. O grupo 3 (GC), ou grupo controle, apos sete dias da lesdo medular
serdo injetados com PBS por via intramedular, e apos sete dias nova injecédo de PBS
seguida de eutanasia com mais sete dias. Em todos os grupos o procedimentos de
aplicacao foi por via intra medular no local da lesdo (PBS, condroitinase ABC e

célula-tronco) foi guiado por Ultra Sonografia (GE Logic 200).
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4.2. PROTOCOLO ANESTESICO-CIRURGICO

Os coelhos foram contidos quimicamente com 35 mg/kg de cloridrato de
quetamina (KETAMINA AGENERT®) e 2 mg/kg de maleato de midazolam
(DORMIUM — UNIAO QUIMICA) por via intramuscular (IM). Posteriormente os
animais foram colocados com o pescoco em retroflexdo e intubados com sonda
endotraqueal 3,0 sendo mantidos com isoflurano (VETFLUORANOR-VIRBAC)
diluido em O2 a 100%, em sistema aberto do tipo “baraka”. A veia auricular foi
canulada para administracdo de fluidoterapia intravenosa trans-operatoria com
solucéo salina de NaCl a 0,9%. A artéria auricular central também foi canulada para
monitoracdo da pressédo arterial média (PAM) dos animais. Logo apds tricotomia e
antissepsia de rotina uma incisdo meédia da linha dorsal sera realizada. A lamina,
processos espinhosos e 0s processos transversos da vértebra T12 foram
delicadamente expostos através de afastamento dos musculos paravertebrais. Dois
afastadores auto-estéaticos de Gelpi foram utilizados e 0s processos espinhosos da
vértebra T12 foi removido com auxilio de goiva e drill pneumatico, sendo logo apos
realizado a laminectomia dorsal da vértebra T12 dando visibilidade a medula
espinhal. A dura-mater foi incisada com o auxilio de uma agulha hipodérmica, e a
medula seccionada em sua porcao dorsal com tesoura de iris. ApOs a realizacdo da
hemisseccdo medular, a dura-mater foi suturada com pontos simples separados com
fio de polipropileno 8-0. Os debris resultantes da lesdao foram sugados
delicadamente com aspirador cirdrgico. Musculos e tecidos adjacentes foram
aproximados com fio absorvivel (acido poliglicolico 3-0). A pele dos animais foi
aproximada com pontos simples separados de Nylon 4-0. Todos os animais

experimentais tiveram a lesdo medular induzida segundo o protocolo descrito. Desta
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maneira houve uma incidéncia muito baixa de pontos hemorragicos e poucas
intercorréncias poés-operatéria. Para fins de analise neuroldgica todas as técnicas
atingiram o seu objetivo. Os animais tiveram perda total da sensibilidade dos
membros pélvicos, incontinéncia urinaria e fecal e presenca dos reflexos de retirada
(Figuras 1 e 2).

Para analgesia poOs-operatoria imediata foi utilizado 3 mg/kg de morfina
(DIMORF® — CRISTALIA) por via IM. O pés-operatério tardio consistiu na terapia
com antibiético enrofloxacino (Flotril® COOPERS) na dose de 10mg/Kg/SID por 7
dias, o antiinflamatério cetoprofeno (KETOFENR AGENER) 3mg/Kg/SID por 3 dias e

3mg/Kg/TID de morfina imediatamente apds a cirurgia repetida por mais dois dias.
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Figura 1 — Fotografias do acesso cirlrgico.

Fonte — Bocabello, R. Z. (2013).

Legenda: Em A - Durotomia e exposi¢ao da pia-méter. B- Secg&o dorsal medular com a utilizagéo de
uma tesoura de iris. C- Sutura da dura-mater com fio de polipropileno 8-0 (ETHICON). D- Sutura
cutdnea com nylon 4-0 (ETHICON) com pontos simples continuos
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4.3. APLICACAO DA CONDROITINASE ABC E DE CELULAS-TRONCO NO FOCO
DA LESAO MEDULAR

ApoOs a realizacdo da laminectomia com técnica descrita anteriormente, foi
injetada a condroitinase ABC (Sigma-Aldrich) diluida em solucdo salina na
concentracdo de 200U/ml, em um total de 0,2 ml injetados. As injecbes serdo

realizadas em posicao rostral, caudal e no interior da lesdo causada.

Figure 2 — Procedimento de aplicacao por via intramedular.

CLINICA VETERINARIA WATO

Fonte — Bocabello, R. Z. (2013).

Legenda: Em A — Micro injecao da enzima chABC em ependorf. B — Ultra Som guiado, micro injecéo
da enzima chABC . C- Imagem de Ultra Som
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4.4 EUTANASIA DOS COELHOS E COLETA DE MATERIAL PARA HISTOLOGIA

Apos 15 minutos da administracdo de 30 mg/kg de cloridrato de cetamina
associado a 2 mg/kg de maleato de midazolam, os coelhos tiveram a veia auricular
canulada e foram administrados 10 mg/kg de propofol. Logo apds foi administrado
10 mL de cloreto de potassio por via intravenosa, até ser constada a total parada
cardiaca do coelho. Logo apds, o torax dos coelhos foi aberto, e o ventriculo
esquerdo canulado com cateter e o atrio direito aberto com bisturi, sendo perfundido
com 500 mL de solucéo salina aquecida. Apds a solucéo salina sair do atrio direito
dos coelhos, de forma a todo o sangue do animal ser retirado, serdo administrados
500 mL de solucdo de paraformaldeido tamponado com pH de 7,4. Em seguida a
linha média dorsal é incisada com bisturi, e a coluna vertebral é retirada com auxilio
de cisalha. A coluna foi entdo gentiimente dissecada, e a medula espinhal
delicadamente retirada da coluna vertebral e imersa em paraforimaldeido a 4% por
overnight. Em seguida a medula espinhal foi introduzida em sucrose a 30% por até 3
dias. Em todos os grupos, os fragmentos da medula foram coletados de cada animal
e fixados em paraformaldeido a 4% durante um periodo superior a 24 horas (Figura
3). Em seguida, foram desidratados em série crescente de etanol (70 % a 100%) e
colocados em xilol para diafanizagéo, utilizando-se procedimento convencional, para
inclusdo em Paraplast® (Leica/Germany) e foram confeccionados blocos
retangulares com base de 3x4 cm. Realizaram-se cortes de 5um em micrétomo
(Leica RM 2065) para obtencéo das laminas, e posteriormente desparafinizados em

estufa a 60°C por 2 horas.

Utilizou-se a coloracdo de Hematoxilina-Eosina e Picrossirius para analise

estrutural e das caracteristicas histopatoldgicas da medula. As laminas foram
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fotomicrografadas em Microscopio Olympus BX 60 acoplado a camera Axio CAM

HRc, utilizando-se o software Zeiss KS 400.

Figura 3 — Imagens da medula.

Fonte — Bocabello, R. Z. (2013).

Legenda: Em A- Dissecacdao medular apds a infusdo de paraformaldeido. B- Visualizagdo da regido
lesionada. C- Separacgao do material para emblocamento e analise



30

4.4.1 Técnica de Coloracdo com Hematoxilina e Eosin  a

A técnica de coloracao foi realizada para avaliar a qualidade de fixacdo do
material coletado. O tecido foi fixado em paraformaldeido 4% e apds o tempo
minimo de 24 horas o tecido foi processado e incluido em parafina. Apos o foram
realizados cortes de 5um de espessura e as laminas obtidas foram incubadas em
estufa a 60°C por 2 horas para remocdo do excesso de parafina dos cortes. Em
seguida as laminas foram imersas no xilol duas vezes, com duracdo de cinco
minutos cada, desidratadas em séries decrescentes de alcodis por 3 minutos em
cada, imersas em Hematoxilina por cinco minutos, e depois lavadas em agua
corrente por dez minutos. As laminas foram coradas em eosina por cinco minutos.
Apos isso, as laminas foram passadas para o alcool 90% por cinco minutos também,
e imersas duas vezes em alcool 100%, com duragéo de cinco minutos cada imersao.
Por fim, foram imersas duas vezes em xilol, com duracdo de cinco minutos cada
imersdo e montadas as laminas com a fixacdo da laminula para analise posterior em

microscopio optico.

4.4.2 Identificacdo da Proteina Verde Fluorescente  (Green Fluorescent Protein
— GFP) e da expressao de Glial Fibrilary Acid prote in (GFAP) e de Sulfato

de Condroitina Proteoglicano (SCPg) na Lesdo Medula r de Coelhos

A identificacdo da Proteina Verde Fluorescente (GFP) e da expressao de Glial
Fibrilary Acid protein (GFAP) e sulfato de condroitina proteoglicano (SCPg) na
medula espinhal de coelhos foi realizada utilizando os anticorpos anti-GFP (Living

Colors GFP Monoclonal Antibody — Clontech, cat# 632375), anti-GFAP (Ac



31

monoclonal de cam anti-GFAP clone 6F2, DBS) e Anti-Chondroitin Sulfate antibody
[CS-56] (ab11570). As seccbOes de 4-5 pum foram desparafinizados em xilol e
reidratados em série decrescente de etanol. O desmascaramento antigénico foi
realizado pelo aquecimento dos cortes em tampéao citrato (0,384g de acido citrico
monohidratado; 2,352g de citrato de sodio tribasico diidratado; 1L de agua destilada,
pH 6,0) por 15 minutos em forno de microondas. A atividade de peroxidase tecidual
endogena foi bloqueada pela incubacédo em solucédo de peréxido de hidrogénio a 3%
em tampao Tris-HCI 1M, pH 7,5 (TBS, 60,57g de Tris para 500 mL de agua
ultrapura) por 30 minutos. Para o bloqueio de ligacdes inespecificas, os cortes foram
incubadas com soro de cabra a 10% em TBS por 30 minutos. O anticorpo primario
foi diluido a 1pug/uL em tampédo TBS contendo 1% de soro de cabra e incubado
“overnight” a 4° C em camara Umida. Paralelamente, cortes foram incubadas na
mesma concentragcdo com anticorpo irrelevante para o controle de isotipo (IgG).
ApoOs incubacdo com o anticorpo primario e todas as lavagens dos cortes foram
realizadas com TBS contendo 1% de soro de cabra. A reacédo foi visualizada por
meio do kit polivalente Dako-advance HRP Link (cat. # K4069, Dako, EUA) de
acordo com a recomendacédo do fabricante. A reacao foi revelada por precipitacédo
de 3,3'-diaminobenzidine (DAB Peroxidase Substrate Kit, 3,3’-diaminobenzidine, cat.
# SK-4100). Para finalizar os cortes foram contra-corados com hematoxilina,
desidratados, diafanizados e as laminas montadas para analise sob microscopia de

luz.
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5 RESULTADOS

Para melhor compreensdo, os resultados foram divididos em anélise

histologica e de imunohistoquimica.

5.1 ANALISE HISTOLOGICA DOS COELHOS SUBMETIDOS A HEMISSECCAO

MEDULAR

Na analise da coloracdo de Hematoxilina e Eosina, nos cortes da medula dos
animais do grupo controle, podemos observar que ndo houve alteracdo tecidual
(Figura 4, A, B e C). Ja no grupo G2 e G3, podemos observar vacuolizagdo
neuronal, auséncia de neurdnios corados e intensa degeneragdo neuronal. Outros
achados relevantes foram: edema, necrose, infiltrado celular e cavitacdo. A regiao
da lesé&o aparentou extensa desorganizagao demonstrada na figura 4, D, E, F,G, e |,

com regido mais alterada evidenciada pelas setas.
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Figura 4 - Corte transversal da medula dos animais controle e tratados com células-tronco

Fonte — Bocabello, R. Z. (2013).

Legenda: Em A, B e C fotomicrografias de animal controle, demonstrando um tecido sem alteragéo
(aumento de 4x, 10x e 20x respectivamente). D, E e F fotomicrografias de animais que receberam
células-tronco, observa-se vacuolizacdo neuronal, auséncia de neurdnios corados e intensa
degeneracédo neuronal. G, H e | fotomicrografias de animais que receberam células-tronco e injecéo

de condroitinase, observa-se 0os mesmos achados citados das imagens D, E e F. Coloracao:
Hematoxilina e eosina

Foram realizados cortes longitudinais nos animais controles, a fim de
identificar a lesdo como um todo. A area lesionada foi delimitada em preto na figura
5. Foi notado a presenca de rarefagdo celular, além de desorganizacédo e extensas

areas de vacuolizacao neuronal.
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Figura 5 — Fotomicrografias da medula de coelho submetido & hemissec¢éo dorsal
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Fonte — Bocabello, R. Z. (2013).

Legenda: Em A - Observa-se rarefacdo celular da medula na regido dorsal. Em B — Infiltrado celular
evidenciado pelo triangulo. Colorag&o: Hematoxilina e eosina

Na andlise de Picrossirius, observamos que ndo houve alteracao nos animais
controles e nos animais que somente receberam células-tronco (Figura 6, A e C).
Entretanto nos animais que receberam células-tronco e injecdo de condroitinase,
observamos a polarizagdo da cor vermelha através da birrefringéncia do tecido,

evidenciando a presenca de fibras colagenas do tipo | (Figura 6, B).
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Figura 6 - Corte histologico da medula espinhal de coelhos submetidos a hemissecc¢éo dorsal

Fonte — Bocabello, R. Z. (2013).

Legenda: Em A — Animal controle sem evidéncia de coldgeno. Em B - Animal tratado com células-
tronco de epitélio olfatorio de coelho mais condroitinase ABC apresentando evidéncia de formagéo de
colageno do tipo I. Em C — Animal que recebeu somente células-tronco do epitélio olfatério de coelho
sem evidéncia da formacéao de colageno do tipo I. Coloracao: Picrossirius
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5.2 Analise de imunohistoquimica
Foi observado marcacdo positiva na analise da expressdo do anticorpo anti-

sulfato de condroitina em sua porcao lesionada (Figura 7).

Figura 7 — Fotomicrografias da expressdo do anticorpo anti-sulfato de condroitina na lesdo medular
espinhal por hemisseccéo dorsal em coelhos

Fonte — Bocabello, R. Z. (2013).

Legenda: Em A — Controle negativo sem anticorpo primario. B- Expressdo de sulfato de condroitina
proteoglicano na lesdo medular espinhal de coelhos causada por hemissecdo dorsal, sendo
evidenciada no circulo

Foi observado a expressdo positiva no tecido lesionado do anticorpo anti-
proteina fluorescente verde (Green Fluorescent Protein - GFP), comprovando a

presenca das células do epitélio olfatério injetadas no foco da lesdo medular (Figura 8).
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Figura 8 — Expresséo do anticorpo anti-GFP em regido de medula espinhal de coelhos submetidos a
hemissecc¢do medular dorsal da medula espinhal

Fonte — Bocabello, R. Z. (2013).

Legenda: Em A — Animais que receberam somente células-tronco observa-se marcagdo positiva
demonstrando a expresséo do anticorpo anti GFP. B — Animais que receberam células e injecédo de
condroitinase, observa-se também marcacao positiva para a expressdo do anticorpo anti GFP. C —
Controle negativo dos animais que receberam células-tronco e D — controle negativo dos animais que
receberam células-tronco e injecédo de condroitinase
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DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

Diante a existéncia de trabalhos na literatura acerca da hemissec¢ao dorsal
(HD) em ratos (XU et al., 1995; 1999) e dos trabalhos relevantes quanto a producao
de modelos animais de lesdo medular em coelhos propostos por Lyalka et al. (2009)
procedeu-se um estudo elegendo a hemisseccdo dorsal como procedimento mais
adequado para realizar nos coelhos.

Embora as técnicas cirargicas sejam baseadas apenas na avaliagdo clinica,
os resultados da técnica aplicada neste estudo corrobora com os dados obtidos por
Lyalka et al. (2009). Os autores ainda demonstraram que a técnica de hemissecc¢ao
ventral produz um déficit locomotor em coelhos, ndo havendo recuperacdo do
quadro clinico mesmo apos 42 dias de avaliacdo. J& em nosso estudo, mesmo apés
30 dias da realizacdo da técnica cirdrgica de hemissec¢cdo medular dorsal, os
animais néo retornaram a sua funcdo normal, nem mesmo apresentaram melhora
funcional.

Em relagdo a coleta de tecido do sistema nervoso central para avaliagao
histol6gica ou imunohistoquimica, alguns cuidados devem ser redobrados. Blits et al.
(2005) realizaram perfuséo transcardiaca de solucéo salina gelada apds anestesia,
seguida de perfusdo de paraformaldeido a 4% por via transcardiaca, imediatamente
coletaram o material da medula espinhal e incluiram em paraformaldeido a 4% em
temperatura de geladeira por mais 24 horas. ApGs passaram este material para a
sucrose a 30% até o dia de processamento. O mesmo protocolo é descrito por
Ikegami et al. (2005). Diante estas descricOes, optamos por realizar o mesmo

protocolo de coleta para o material histoldgico.
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Neste experimento apO0s a eutanasia dos animais, rastreamos a cicatriz da
glia através da marcagdo com o anticorpo anti-sulfato de condroitina proteoglicano,

mesmo em porgdes anteriores a lesdo causada.

Hu et al. (2010) em um estudo observou que a formacdo da cicatriz da glia
ocorreu apos quatro semanas poés a lesdo medular causada por aparelho de impacto
com peso constante. Os autores detectaram a lesdo através da deteccdo dos
astrgcitos reativos com o anticorpo anti-GFAP (glial fibrilary acid protein). Nessse
estudo os autores avaliaram a presenca dos astrécitos reativos na lesdo medular, e
constataram que houve a formac&o da cicatriz da glia apos 4 semanas da lesdo
medular. Entretanto ndo podemos afirmar que o mesmo acontece em coelhos.

Rolls et al. (2008) relatou que a cicatriz da glia € a principal dificuldade para a
regeneracdo da lesdo medular. Observamos que muitos estudos envolvendo a
terapia celular na lesdo medular necessitam de maiores informacdes a cerca da
interacdo da mesma com 0s agentes terapéuticos utilizados no seu tratamento.
Sendo assim o estudo do comportamento das células-tronco diante a barreira da
cicatriz glial é de grande importancia para entender os acontecimentos inerentes a
uma terapia no sistema nervoso central.

Através da proteina verde fluorescente (green fluorescente protein — GFP),
Yano et al. (2005) detectaram células da medula 6ssea contendo a proteina verde
fluorescente. Os autores rastrearam suas células em trés dos seis animais utilizados
apos e 4 semanas do transplante. Em nosso estudo conseguimos rastrear células no
foco da lesdo medular, indicando que ou as células ndo conseguiram ultrapassar a
cicatriz glial, ou o tempo foi muito curto para que pudessem emitir feixes posteriores

a lesdo medular.
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Blits et al. (2005) durante um estudo de transplante de células progenitoras
neurais contendo a proteina verde fluorescente na lesdo medular de
ratos,conseguiram rastrear as mesmas apds 12 semanas do transplante,
comprovando assim, a capacidade duradoura de expressdo génica da proteina
verde fluorescente in vivo. Em nosso estudo, rastreamos as células-tronco do
epitélio olfatério de coelhos, transduzidas com GFP quatro semanas apds o
transplante celular e conseguimos observar a sobrevivéncia das mesmas apos
transplante.

Apesar de poucos trabalhos utilizarem a via local (intra-medular) em ensaios
clinicos em humanos para transplante das células-tronco, Mackay-Sim et al. (2008)
produziu um trabalho muito relevante. Neste experimento, optamos pela via local
para a terapia celular da lesdo medular em coelhos, pois levamos em consideracao
que as perdas celulares seriam menores quando comparadas a outras vias, tais
como a via epidural, ou a via intravenosa, adicionando que o proprio nicho celular
deva fornecer nutrientes e subsidios para a diferenciacdo das células injetadas em
células de origem nervosa.

Esta observacao foi confirmada em trabalhos posteriores realizados por Paul
et al. (2009) em um estudo com ratos. Estes foram divididos em trés grupos de 6
animais cada e as vias escolhidas foram a via intravenosa, puncédo lombar e via
local. Tais autores comprovaram a eficiéncia da via epidural quando comparada a
via intravenosa, e a via local como a mais efetiva para o fornecimento de células no

tecido lesionado.

Trabalhos mais atuais apostam na resolucdo da cicatriz da glia associadas as
terapias com células-tronco para o tratamento da lesdo medular cronica (IKEGAMI et

al., 2005; SIEBERT et al., 2011). A imunizagdo com vacina recombinante que atua
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no sitio de ligacao dos inibidores de crescimento axonal (Nogo A, AMG e OMP) nas
células axonais (YU et al., 2008) e mesmo o tratamento com anticorpos anti-Nogo A
(FREUND et al., 2009) parecem o futuro das terapias na lesdo medular. O conjunto
dessas terapias associada a terapia com as células-tronco podem representar uma

esperanca bastante realista na busca da cura das lesbes medulares.
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CONCLUSAO
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7 CONCLUSAO

A hemisseccdo medular dorsal em coelho é uma técnica de facil execucéo
que leva a paralisia dos membros pélvicos fornecendo um modelo animal valido para
a pesquisa cientifica.

A técnica de injecdo da condroitinase ABC e das células-tronco de epitélio
olfatério de coelho através de injecao guiada por US é factivel e inGcua ao animal.

As células-tronco de epitélio olfatério de coelho transduzidas com o gene
repérter GFP foram eficientemente, comprovando o sucesso do transplante celular,
e a adesao das células no foco da lesé&o criada.

A expressdo do GFP foi mais evidente nos animais tratados apenas com
células-tronco de epitélio olfatério de coelho quando comparados ao grupo tratado
com células tronco de epitélio olfatério de coelho e condroitinase ABC.

A identificacdo da formacéo do colageno tipo 1 pela técnica do picrossirius
em animais tratados com a enzima condroitinase ABC e implante de célula-tronco de
epitélio olfatério de coelho, mostrou que a enzima pode atrapalhar na regeneracéo
medular no periodo em que foi utilizada ou pela concentracdo, via de aplicagcéo e
talvez pela repeticdo das microinjecdes. Abrindo dessa forma uma linha de pesquisa

sobre a otimiza¢ao do uso desta enzima no tempo e formacéo da cicatrizagao glial.
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