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RESUMO

O trauma-raquimedular (TRM) é uma patologia que afeta drasticamente a qualidade
de vida dos pacientes acometidos, apresenta alta incidéncia e ocasiona um alto
custo para o governo e a sociedade. Os tratamentos existentes para o TRM sao
apenas de cunho paliativo, ndo sendo capazes de reverter o dano neuroldgico
ocasionado pelo trauma. Em funcéo disso, é necessario investigar novas terapias

gue busquem solugdes mais efetivas para esses pacientes.

Os estudos com células-tronco de medula éssea (CMMO) tém demonstrado
resultados animadores, mas ainda ndo definitivos para aplicagéo clinica; assim, a

ampliacdo dos estudos pré-clinicos € indispensavel.

Neste estudo tivemos o objetivo de comparar os resultados do tratamento de CMMO
pela via subaracnoidea (VS) através de puncdo lombar (PL), entre grupos com 3
aplicacoes e 5 aplicacbes de CMMO, analisando a funcdo motora e 0 processo

inflamatoério no local da leséo.

Nossos grupos experimentais de estudo foram divididos em 2 grupos pela via de
administracdo subaracnoidea, com tempos de transplante diferentes. Um grupo com
3 aplicacoes de CMMO, sendo a primeira aplicacdo em 48h, 9 dias e 16 dias apés a
lesdo medular (LM) e um segundo grupo com 5 aplicacbes de CMMO, primeira
aplicacdo em 48 h, 9, 16, 23 e 30 dias apos a Lesdo Medular (LM) pela VS e cada
grupo com seu controle de veiculo, solu¢éo salina (SS).

Os animais doadores eram machos e os receptores eram fémeas. As ratas foram
avaliadas quanto a funcdo motora, através da escala de Basso, Beattie and
Bresnahan (BBB), quanto a presenca de CMMO na leséo, por meio da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) para a deteccdo do cromossomo Y dos animais
doadores, e quanto ao processo inflamatério no local da lesdo, analisando a
interleucina 1 beta (IL-1B) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), através de

imuno-histoquimica.

Nossos resultados demonstraram uma melhora da funcdo motora nos grupos

tratados com transplantes de CMMO, sendo mais rapida nos animais que receberam



cinco aplicagbes. A avaliacdo imuno-histoquimica revelou que ndo houve diferenca
na expressao das citocinas inflamatorias IL-1B e TNF-a no local da lesdo nos grupos
tratados com CMMO. A analise de PCR n&do demonstrou células no local da leséo,

guando analisadas no 37° dia.

Palavras-chave: Trauma-raquimedular experimental, lesdo medular, células tronco,

células mononucleares de medula éssea, IL-1p e TNF-a.



ABSTRACT

The spinal cord injury (SCI) is a condition that dramatically affects the quality
of life of affected patients, has a high incidence and causes a high cost to the
government and society. Existing treatments for SCI are only palliative nature, not
being able to reverse the neurological damage caused by trauma. As a result, it is
necessary to investigate new therapies that seek more effective solutions for these

cases.

The studies with bone marrow mononuclear cells (BMMC) have shown
encouraging results, but still not definitive for clinical application, so the expansion of
preclinical studies is essential. In this study we aimed to compare treatment
outcomes between groups with 3 and 5 applications BMMC applications, analyzing
motor function, and inflammation at the lesion site after treatment with BMMC by
subarachnoid through via lumbar puncture.

The experimental groups were divided into two groups, with different times of
transplantation. A group of 3 applications of BMMC, the first application 48 hours, 9
days and 16 days after SCI and a second group with 5 BMMC applications,
application in the first 48 hours, 9, 16, 23 and 30 days after by spinal cord injury. The
BMMC of male wistar rats was applied via subarachnoid. The entire group received
vehicle (saline).

The animals were evaluated for motor function through the BBB scale, for the
presence of BMMC in the lesion by PCR for the presence of Y chromossome of the
cells, and the inflammatory process at the site of injury, analyzing IL-1B and TNF-q,

by immunohistochemistry.

Our results show an improvement in motor function in the groups treated with
BMMC transplants. The immunohistochemical evaluation revealed no difference in
the expression of inflammatory cytokines II-18 and TNF-a at the site of injury in the
groups treated with BMMC. The PCR analysis for the presence of chromossome of

the cells was negative at the 37" day of the last application of BMMCs.



Keywords: Experimental model of SCI, bone marrow mononuclear cells, motor

function, IL-18 and TNF-a, spinal cord injury, stem cells.



10

LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Procedimento cirdrgico do modelo de 1eS80.. ......cccoeeeevvviviiiiiiiiiiieeeeeeeeans 25
Figura 2 — Delineamento EXperimental . ...............uueuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeees 28
Figura 3 — Local de avaliagdo motora pela escala de BBB... .............cvvviiiiiiiiiiinnnnee 30
Figura 4 — Grafico de avaliaGao MOtOra . ...........ceeiieeeiiiiiiiic e, 35
Figura 5 - Grafico dos escores motores em diferentes tempos..........ccccceeeeeeeeeenennnns 36
Figura 6 — Dados da anélise imunohistoquimica das citocinas IL-1B e TNF-a.......... 37

Figura 7 — Imagens digitalizadas da imunohistoquimica da expresséo da IL-18 ...... 38
Figura 8 — Imagens digitalizadas da imunohistoquimica da expressao da TNF-a. ...38
Figura 9 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR para uma

sequéncia especifica do cromossoma Y de ratosS. .......cccovvvvvviveiiiiiieeieieieeeeeeeeeeeeeeee 40



BBB
CMMO
COX-2
CT
CTMO
IL-1B
TNF-a
LM
PCR
PL
SS
VS

TRM

LISTA DE ABREVIATURAS

Escala de Avaliacdo Funcional BBB.

Células mononucleares da medula 6ssea.

Ciclogenase-2

Células-tronco

Células-tronco da medula 6ssea
Interleucina-1 beta

Fator de necrose tumoral-alfa
Lesdo Medular

Reagéo em cadeia da polimerase
Punc&o Lombar.

Solucéo Salina

Via Subaracnoidea

Trauma-raquimedular

11



12

SUMARIO

1 FUNDAMENTAGAO TEORICA .....oooiieece e 13
L.ATrauma-raquimedular ..o 13
1.1.1 EPIAeMIOIOQIA. ....ccc i i 13

1.1.2 QUAArO CHNICO ...ccceee e 14

1.1.3 FiSIOPAtOIOQIa .....cceevevveiiiie e 15

I R Iy T L o PR 16

115 TratamMeENTO ..ccunieeieeee e e e 18

1.2 CELULAS-TRONCO ......oiiiiiiieiiieteie ettt seese s ese e seeseseenenens 19
1.2.1 Células tronco nas Lesdes de Medula Espinhal...............ccoouunnee. 20

2 OBJETIVOS. ...ttt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e s s s aeeaeeae s 22
2.1 ODJEtiVO Geral........cooviiiiiiiiiiiiiiiiii 22

2.2 ObjetivoS ESPECITICOS. ...t 22

3 MATERIAL E METODOS ....oooiviiveieecee ettt 23
G 00 Y 10 = U 23
3.1.1 ASPECLOS BLICOS ..ottt e ettt 23

3. 2 Modelo experimental de I€SA0 ............coevviiiiiiiiiii e 24

3. 3 Obtengédo das células tronco da medula 6SSea .............evvvvvvvrnieiinennnnnnnnns 26

3. 4 Preparacédo das células para transplante............ccccuevveeeeiiiiiiiiiieiniinnnnnnn. 26

3. 5 Vias de entrega das células mononucleares ..........cccccccceeeiiieeeeeeeeeivnnnnnnn 27

3. 6 Delineamento exXperiMmental ..............uuueuueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 27

3. 7 AvaliaGao fUNCIONAL .........ccooiiiiiii e 29

3. 8 Andlise ImunNOoNIStOQUIMICA .........uciiiieieiieeecee e 30

3. 9 Deteccéo por PCR do cromossomo Y das CMMO transplantadas.......... 31

3. 10 ANAIISE ESEALISTICA ... .vvvvvvriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibb bbb 33



13

4 RESULTADOS .ottt e e et e e et e e e e eaneeaaaeees 35
4.1 Avalicao da fungéo motora (escala BBB)..............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 35
4.2 Analise ImunohiStOQUIMICA .......iiiee e 37

4.3 Presenca de células-tronco de medula 6ssea na regiao medular lesada

APOS OS FANSPIANTES......eiiiiiieiiiiiee e e e 39
DISCUSSAOD. ..ottt ettt ettt ettt ettt ne et et neevesreneanis 41
CONCLUSOES . ...ttt 45
PERSPECTIVAS FUTURAS ......oooiuiieeeeeeee ettt ees ettt en e 46
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cooviivieeeeeeeeeeeeee s en e 47

ANEXO 1- ARTIGO ...t 55



14

1 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

1.1 Trauma-raqguimedular

O trauma-raquimedular (TRM) continua sendo a principal determinante de
incapacidade permanente na populacdo adulta, constituindo uma proporgao
crescente de pacientes hospitalizados com lesdo medular (Mcdonald e Sadowsky,
2002b; Coutts e Keirstead, 2008; Lenehan, Street et al., 2012). Define-se 0 TRM
como a consequéncia de uma forca fisica que supera a capacidade de protecédo e
sustentacdo da coluna vertebral e ocasiona uma compressdo da medula espinhal,
causando uma lesdo que pode gerar comprometimento neurolégico permanente
(Mcdonald e Sadowsky, 2002a).

1.1.1 Epidemiologia

Esta patologia possui alta incidéncia, nos Estados Unidos, um dos paises com
maior incidéncia de TRM, somando entre 28 a 55 milhdes de pessoas acometidas
(Mcdonald e Sadowsky, 2002a).

As causas da TRM sao variadas, sendo as mais comuns 0s acidentes
automobilisticos (45.6%), as quedas (19.6%), a violéncia urbana (17.8%) e as
atividades recreacionais, como esportes (16%). Na maioria dos casos acomete
pessoas em idade ativa, em torno de 30 anos, sendo sua maior frequéncia na faixa
de idade dos 15 e 25 anos. O sexo masculino é o mais acometido, sendo a

proporcao de quatro homens para cada mulher (Jackson, Dijkers et al., 2004).
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1.1.2 Quadro clinico

De acordo com a American Spinal Injury Association (ASIA), a avaliacéo
neurolégica deve incluir escores motores, pontuacdes sensoriais, zona de
preservagdo parcial, e o grau de comprometimento ou gravidade
da LM (Mulcahey, Gaughan et al., 2011).

A LM é denominada completa, quando existe auséncia de sensibilidade e
motricidade inferior ao nivel de lesédo, permanecendo somente os reflexos
involuntarios. Na lesédo incompleta, existe a preservacao de, no minimo, uma das
modalidades, sensitiva ou motora, abaixo da lesdo. A definicdo de lesdo medular
completa ou incompleta somente podera ser feita quando o paciente ndo estiver em

choque medular.

O choque neurogénico é um tipo de choque distributivo que resulta da lesdo
das vias descendentes do sistema simpatico da medula espinhal cervical ou toracica
alta, o que ocasiona a perda do tdbnus vasomotor e perda da inervacao simpatica do

coracao (Guly, Bouamra et al., 2008).

O termo tetraplegia refere-se a perda da funcdo motora nos membros
superiores e inferiores devido a uma lesdo da medula no seu segmento cervical. A
paraplegia refere-se a perda da funcdo motora nos membros inferiores secundaria a
lesédo do segmento toracico, lombar ou sacral da medula espinhal (Ditunno e Formal,
1994).

A disfuncédo autondmica das visceras, em especial da bexiga e intestino, esta
associada em ambos o0s casos, seja de tetraplegia ou paraplegia. A lesdo medular,
além das disfuncbes descritas acima, também pode provocar outras doengas, como
a osteoporose, de forma rapida grave, com alto risco de fraturas (Battaglino, Lazzari
et al., 2012).
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1.1.3 Fisiopatologia

O TRM pode ser classificado, de acordo com o momento da lesdo, em
primaria e secundaria. A les@o primaria decorre do trauma mecanico inicial, o qual &
seguido por uma série de eventos celulares e moleculares secundarios, leséo
secundaria, que resultam na progressiva degeneracdo do tecido medular
(Eftekharpour, Karimi-Abdolrezaee et al., 2008).

As principais funcdes da medula, motora, sensitiva e de atividades reflexas,
podem ser interrompidas devido a infeccbes, alteragbes congénitas, doencas
degenerativas, tumores, compressao vascular e eventos traumaticos, sendo esta a
causa mais comum (Chehrazi, Scremin et al., 1989; Tator e Koyanagi, 1997)

A natureza da LM envolve, na maioria dos casos, um trauma por contusao.
Nas lesdes contusivas da medula espinhal, os osteoligamentos, juncbes Osseas e
ligamentos, da coluna espinhal sofrem uma variedade de forcas que podem incluir
flexdo, extensao, forca axial, rotacéo e distracdo. Essas forcas transmitem o primeiro
insulto mecanico a medula espinhal (Zwimpfer e Bernstein, 1990). Assim, na lesao
primaria, a compressdo direta dos elementos neurais pelos fragmentos 6sseos
fraturados e deslocados, bem como pelas lesées do disco cartilaginoso e dos
ligamentos, acarretam lesfes tanto no sistema nervoso central (SNC) quanto no
periférico, portanto, vasos sanguineos, axbnios e membranas celulares séo

lacerados neste momento do trauma (Mcdonald e Sadowsky, 2002a).

Neurbnios que sofrem axotomia e tém o corpo celular localizado em nucleos
distantes do sitio de lesdo também podem sofrer atrofia ou mesmo morrer. Essas
respostas podem ser reguladas por processos endoégenos, tais como a producédo de
fatores neurotroficos (Basso, Beattie et al., 1996).

Este insulto inicial desencadeia uma série de eventos secundarios, chamada
de cascata de lesdo secundaria, 0s quais consistem em: rompimento vascular e
isquemia, excitotoxicidade glutamatérgica, estresse celular oxidativo e inflamacéao,
sendo que todos esses culminam com apoptose celular (Eftekharpour, Karimi-
Abdolrezaee et al., 2008).
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Processos ativos de apoptose podem ser importantes na produgéo da lesdo
secundéria do SNC causada tanto pela isquemia quanto pelo trauma (Johnson, Wei
et al.,, 1995). A microglia e o astrocito sdo as células que modulam o processo
inflamatorio no SNC. A ativacdo microglial ocorre durante o processo inflamatoério no
tecido nervoso central e, além de exercer fun¢cdes macrofagicas, libera citocinas que

Sao cruciais para a ativacao astrocitaria (Magnus, Chan et al., 2002).

A inflamacg&o é uma resposta de reparacao e defesa universal dos tecidos que
sofrem algum tipo de lesdo. Na medula espinhal lesada, essa resposta envolve
componentes celulares como neutréfilos, macréfagos e células T, bem como,
componentes moleculares do tipo citosinas e prostaglandinas. Apos a LM, a regido
lesada é infiltrada rapidamente por neutrofilos, os quais, ao secretar enzimas liticas
e citosinas, prejudicam ainda mais o tecido local e promovem o recrutamento de

outras células inflamatdrias (Popovich, Wei et al., 1997).

1.1.4 Interceucina 1-beta e Fator de Necrose Tumoral-alpha

O conhecimento atual sobre a plasticidade cerebral e o potencial terapéutico
das células tronco (CT), possibilita uma nova estratégia terapéutica de
neuroregeneracdo para melhorar as redes neuronais no local da lesdo. O
transplante de CT pode substituir populacfes de células perdidas, regenerar células
lesadas da medula espinhal e propiciar continuidade do impulso nervoso, através da
producdo de citocinas ou fatores neurotroficos que facilitam a regeneracédo (Yoon,
Shim et al., 2007; Bareyre, 2008).

As lesbes no SNC produzem uma resposta imunologica com liberagdo de
vérias citocinas inflamatoérias com func¢des na regulacdo da proliferacdo, da migragéo
e da ativagao glial, assim como no recrutamento de células imunolégicas para o local

da leséo (Giralt, Penkowa et al., 2002; Schermer e Humpel, 2002).

A inflamagéo local pos lesdo € crucial para defesa e reparo do tecido
acometido. Entre as substancias produzidas e liberadas durante o processo

inflamatorio estédo as citocinas inflamatorias (Di Santo, Alonzi et al., 1997).
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In vivo, a paradigma atual é que a lesdo, inflamacé&o, e / ou células estranhas
podem levar a ativacdo de células T, e as células T produzirem citocinas pro-
inflamatorias incluindo o Fator de Necrose Tumoral-alpha (TNF-a) (Singer e Caplan,
2011).

Quando a microglia local € ativada, os mondcitos/macréfagos séo recrutados
para fagocitar o tecido lesado. Estas e outras células reativas produzem citosinas,
como o TNF-q, interleucinas e interferom, que mediam a resposta inflamatéria e
amplificam o dano tecidual (Klusman e Schwab, 1997). Todavia, Bethea (Bethea,
2000) aduz que muitos estudos apontam a inflamac&do ndo somente com um efeito

neurotéxico, mas também, como fonte de propriedades neuroprotetoras.

O TNF-a é o principal mediador da resposta inflamatéria aguda, sendo um dos
responsaveis pela imunidade inata. E possui diversos efeitos nas respostas
celulares, como na diferenciacdo, proliferacdo e reatividade celular, apoptose,
imunidade e inflamag&o (Merrill e Zimmerman, 1991; Medana, Hunt et al., 1997,
Tzeng e Wu, 1999; Baud e Karin, 2001).

O principal agente bioquimico dessa discussdo é o TNF-a que, pode tanto
induzir a expressdao de ciclogenase-2 (COX-2), o qual potencializa os efeitos
deletérios da inflamacao (Resnick, Graham et al., 1998), quanto induzir a expressao
de outras citosinas, como a interleucina-1f (IL-18), também com acédo inflamatoria
(Brewer, Bethea et al., 1999).

IL-18, por exemplo, € uma das formas moleculares de IL-1, produzida por
praticamente todos os tipos celulares nucleados, principalmente mondcitos,
macréfagos e células dendriticas e esta entre os mais importantes marcadores de
inducéo da resposta inflamatoria As fungdes biologicas da IL-1B s&o muito similares
as do TNF-a e IL-1B induz a liberacdo de mediadores secundarios na sepse, do
mesmo modo que um numero de citocinas inflamatérias, metabdlitos do acido

araquidénico e éxido nitrico (Ferrero-Miliani, Nielsen et al., 2007).

.Essas moléculas estdo entre as mais estudadas citocinas e evidéncias
indicam que ambas podem agir sinergicamente impedindo a proliferacdo bacilar,
mas também podem se tornar lesivas ao organismo, causando lesdes cutaneas e

neurais, na auséncia de fatores regulatérios (Sampaio e Sarno, 1998)
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Todos os eventos bioquimicos da cascata de lesdo secundaria culminam em
morte celular, seja por necrose ou apoptose. Embora ambas tenham como resultado
a morte celular, seus mecanismos fisiopatoldgicos sdo distintos. Na necrose, 0
insulto externo a célula altera os mecanismos homeostaticos, causando um dano na
membrana e nas organelas celulares, perda da producdo de ATP, edema e eventual
rompimento celular. Em contrapartida, na apoptose existe uma participagcao ativa da
célula, com ativacdo de enzimas chamadas caspases. Estas enzimas afetam
proteinas de nudcleos e citoesqueleto e provocam o desmantelamento ordenado da
célula (Nicholson e Thornberry, 1997). Portanto, a necrose é caracterizada por perda
da producédo de ATP e falha energética, enquanto a apoptose € ATP dependente e
requer a sintese de novas proteinas para ocorrer (Emery, Aldana et al., 1998).

A apoptose, porém, ndo acontece apenas durante a lesdo secundéria,
podendo ser observada dias ou semanas ap6s o trauma inicial e em regibes
distantes do local de lesdo. Isso ocorre em virtude de que uma onda de apoptoses
pode varrer, através dos oligodendrocitos, a regido medular lesada, afetando seus

segmentos (Beattie, Farooqui et al., 2000).

1.1.5 Tratamento

As opcbes atuais de tratamento para o TRM incluem condutas que visam
conter a progressdo da lesdo e promover a manutencdo das estruturas néao
danificadas, através de intervencgdes cirlrgicas para estabilizar e descomprimir a
medula espinhal, 0 manejo intensivo da hipotensédo arterial e da temperatura
corporal e os cuidados de reabilitacdo. Entretanto, apesar de todo o esforgo, essas
terapias fornecem apenas beneficios modestos para os pacientes de LM (Baptiste e
Fehlings, 2007).

A imunizacdo com peptidios tem se mostrado uma estratégia em modelos de
LM. Estudos recentes também demonstraram que a adicdo de glutationa monoetil

éster, também tem se mostrado como outra estratégia, para a recuperacdo motora,
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e motrou ter efeitos proterores para tecido e aumento da sobrevivéncia neuronal
apos LM (Del Rayo Garrido, Silva-Garcia et al., 2012).

A administracdo da metilprednisolona, por exemplo, tem sido amplamente
estudada em ensaios clinicos controlados e randomizados pelo NASCIS (National
Acute Spinal Cord Injury Studies), como um possivel agente capaz de agir na
inflamacdo aguda, freando os efeitos deletérios da lesédo secundéaria. Porém até
hoje, sua real eficacia ainda ndo foi comprovada (Bracken, Shepard et al., 1990;
Bracken, Shepard et al., 1997; Bracken, Shepard et al., 1998).

A utilizacéo de células tronco, enfoca uma abordagem neuroregenerativa, que
tem como objetivo propiciar uma substituicdo para as células neurais lesadas, na
esperanca de reverter o dano do tecido nervoso (Kaminski, Costa et al., 2011).
Porém nenhuma das terapias descritas acima tem como abordagem a
neuroregeneracdo. E através de estudos com células-tronco busca-se uma nova
estratégia de tratamento para compreender seus mecanismos de ac¢do na lesao

medular.

1.2 Células-tronco

As CT séao células indiferenciadas, capazes de proliferar e de originar outras
CT, o que é denominado autoregeneracdo e células com capacidade de se
diferenciar, originando células diferenciadas com capacidade funcional normal
(Santos e Soares, 2004).

Elas possuem duas propriedades fundamentais que as distinguem dos
demais tipos de células. Em primeiro lugar, elas sao células ndo especializadas que
se renovam por longos periodos através da diviséo celular. A outra caracteristica é
que sob determinadas condi¢des fisioldgicas ou experimentais, elas podem ser
induzidas a transformar-se em células com fun¢des especificas, tais como as células

miocardicas ou as células produtoras de insulina do pancreas (Souza e Elias, 2005)
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A outra capacidade fundamental da CT é a auto-replicacdo, que significa que
elas podem gerar copias idénticas delas mesmas. Estas propriedades unicas das CT
fazem com que os pesquisadores busquem nelas a possibilidade de encontrar a
cura para muitas doencas, através da substituicdo dos tecidos danificados (Costa-
Ferro, Souza et al., 2012).

Sao unidades imaturas e ndo especializadas naturais do desenvolvimento
embrionario com capacidade de dividir-se, e dar origem a outra CT, por periodo
indefinido; bem como, de diferenciarem-se em células especializadas, dadas as
condicdes adequadas. Portanto, uma CT possui potencial para gerar células
maduras com formas e funcdes especificas como as cardiacas, epidérmicas ou

nervosas (Morrison, Shah et al., 1997)

As CT podem ser classificadas em embrionarias e somaticas ou “adultas”. As
CT embrionarias sdo consideradas totipotentes, pois tém a capacidade de originar
células derivadas das trés camadas germinativas: mesoderma, endoderma e
ectoderma. Ja& as CT adultas ou soméaticas sdo células indiferenciadas que, no
entanto, se encontram em tecidos diferenciados. Essas células sdo responsaveis
pelo reabastecimento tecidual ao longo da vida e estdo presentes na maioria dos
tecidos, tais como, 0 sangue, a pele, o figado, o coracéo e o cérebro (Kaji e Leiden,
2001).

Ja as células-tronco da medula éssea (CTMO) séo particularmente atraentes
porque elas podem ser obtidas facilmente e serem utilizados para transplantes
autdlogos e alogénicos. As técnicas descritas podem ser facilmente realizadas nos
pacientes, acelerando assim a aplicacdo clinica de terapias com CT (Bakshi,
Barshinger et al., 2006). Sdo facilmente trabalhadas em laboratério, podendo ser
expandidas in vitro rapidamente e ja sao utilizadas por varias décadas em doencas

como a Leucemia (Boido, Rupa et al., 2009).

1.2.1 Células-tronco nas les6es de medula espinhal

O ambiente e perda de conexfes axonais apos a lesdo medular apresentam

muitos obstaculos para regenerar o tecido lesado. A terapia celular proporciona um
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meio de restaurar as células perdidas na lesdo e poder promover a recuperagao
funcional apds lesGes. Uma grande variedade de células tém sido investigadas, para
determinar as vantagens e desvantagens de cada tipo de célula (Willerth e
Sakiyama-Elbert, 2008)

As CT representam uma nova abordagem terapéutica para LM, permitindo
melhores fun¢cdes motoras e sensoriais em modelos animais. O principal objetivo
desta terapia € a substituicdo de neurbnios e células gliais que sofreram morte
celular logo apés a lesdo. As CT sdo capazes de promover a remielinizacdo por
oligodendroglia substituicdo de células, para produzir factores traficos que reforcem

o crescimento de neurites, o alongamento axonal (Volarevic, Erceg et al., 2012).

Outro estudo mostrou que as CTMO em co-cultura com CT neurais, obtidas
da medula espinhal de ratos, propiciavam a diferenciacdo dessas células-tronco
neurais em neurdnios e células gliais in vitro. O estudo in vivo demonstrou que o
transplante, logo apds o trauma, das CTMOs reduziu a formacdo de cavidade

lesional, bem como, melhorou a fungdo motora (Wu, Suzuki et al., 2003).

Muitas variaveis precisam ser investigadas para esclarecimento, como o tipo
de células-tronco que proporcionam melhor eficacia e o nimero de células a ser
aplicado (Schultz, 2005; Willerth e Sakiyama-Elbert, 2008).
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

1- Verificar o potencial terapéutico das células mononucleares da medula
0ssea (CMMO) em modelo experimental de lesdo medular quanto ao
namero de aplicacdes e seu efeito sobre a inflamacao no local da lesao,
guando administradas pela via subaracnéidea lombar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2- Verificar se existe diferenca na recuperacdo motora com a utilizagdo das
CMMO comparando o grupo de 3 aplicagées com o grupo de 5 aplicagbes
de CMMO e comparando 0S mesmosS com Seus respectivos grupos
controle;

3- Avaliar se a utilizacdo das CMMO exerce algum efeito sobre a inflamacao
analisando a expresséo das citocinas IL-1B e TNF-a no local da les&o.

4- Verificar apos o transplante de CMMO a presenca destas células na regido

medular lesada nos grupos com 3 e 5 aplicacdes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Durante este estudo foram utilizadas 40 ratas fémeas da raca Wistar com 60
dias de idade e peso de aproximadamente 300 g para a realizacédo da lesdo medular
e o tratamento com CMMO. Para a doacdo de CMMO foram utilizados 10 ratos
machos, 0s quais possuiam origem e caracteristicas semelhantes das ratas. Todos
0S animais eram provenientes do biotério da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul. Durante os experimentos as ratas foram mantidas no vivario do Instituto de
Pesquisas Biomédicas da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul,
sob iluminacéo e temperatura controladas, ciclo claro-escuro 12 h e temperatura em

torno de 24° C, e receberam racdo e agua ad libitum.

3.1.1 Aspectos éticos

Os protocolos experimentais utilizados nesta pesquisa seguiram as normas
internacionais de experimentacdo com animais de laboratério. O estudo teve inicio
apenas apoés os protocolos terem sido submetidos para avaliacdo e aprovacgao pelo
Comité de FEtica em Pesquisa da PUCRS (CEUA 09/00109). Todos o0s
procedimentos foram realizados tomando-se os cuidados necessarios para reduzir

ao maximo o numero de animais empregados e seu sofrimento.
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3.2 Modelo experimental de lesao

O modelo escolhido para lesdo foi o0 de compressao por clipe de aneurisma, em
funcdo da semelhanca de seu mecanismo de lesdo, o de compressdo da medula
espinhal, com a realidade dos traumas clinicos (Rivlin e Tator, 1978; Onifer,
Rabchevsky et al., 2007).

As ratas foram pesadas e posteriormente anestesiadas, pela via
intraperitoneal, com xilasina na dose de 0,1 ml/g e quetamina na dose de 0,22 ml/g.
Uma vez anestesiados, os animais foram posicionados em decubito ventral com as
patas fixadas e o dorso tricotomizado. A assepsia do dorso foi feita com povidine

agquoso.

Para inferir o local de inciséo foi realizada a palpacao da ultima costela do
animal, seguida de uma incisdo de 3 cm na regido dorsal média com afastamento da
musculatura paravertebral, a fim de, permitir a visualizacdo da ultima costela. A
laminectomia da oitava vértebra toracica (T8) foi realizada ap0s ter seu nivel definido
pela contagem das costelas, no sentido caudal-cranial, a partir da Ultima costela. As
laminas de T8 foram retiradas cuidadosamente, sob magnificacéo, a partir de entéo,
0 saco dural pdde ser identificado. Nesse momento a lesdo medular era feita através
da colocacéo das hastes do clipe (Vicca) abertas, em cada lado da medula espinhal,
e posterior fechamento dessas hastes, mantendo-se uma pressao de 50 g/forca
durante o tempo cronometrado de 60 segundos. Apds a leséo, a incisao era fechada
em dois planos, o muscular e o cutaneo, através de suturas simples com o fio
mononylon 3-0. Nova assepsia era feita no local da incisdo apds seu fechamento
(Figura 1).
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Figura 1 - Procedimento cirdrgico do modelo de lesdo. A, exposicdo da medula espinhal, B,
colocacéo das hastes abertas do clipe, C, fechamento das hastes e compressédo da medula espinhal,
D, sutura do primeiro plano, musculatura paravertebral.

Durante todo o procedimento e apds a recuperacdo completa da anestesia, 0s
animais foram mantidos aquecidos por lampadas. No término da cirurgia, eram
administradas: ceftriaxona na dose 100 mg/kg por via intraperitoneal, analgesia
subcutéanea com tramadol na dose de 1,5 mg/kg e hidratacdo subcutanea com 10 ml
de scro fisioldgico 0,9%. A manobra de Credé era realizada ao final do procedimento
para esvaziamento vesical. Os animais eram devolvidos ao vivario apés sua
recuperagcdo anestésica (Liu, An et al., 2004; Santos-Benito, Munoz-Quiles et al.,
2006).

Como consequéncia da lesdo medular, os animais ficaram incapazes de
deambular e com perda do controle esfincteriano anal e, principalmente, vesical.
Para evitar complicacdes poOs-operatérias, foram adotados cuidados basicos
fundamentais, tais como: manobra de Crede 2 vezes ao dia; inspec¢ao diaria da pele;
forragem completa do fundo da caixa, para evitar Ulceras de pressao, e restricdo

hidrica no periodo agudo e noturno, para diminuir a distensdo vesical. As ratas eram
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pesadas uma vez por semana e a racao diaria reduzida para 20 g, a fim de evitar
sobrepeso. Na presenca de inapeténcia, eram administrados 10 ml de soro
glicofisiolégico por via intraperitoneal (Liu, An et al., 2004; Santos-Benito, Munoz-
Quiles et al., 2006).

Na presenca de infeccdo urinaria, manifestada através de sangramento
vesical e urina turva ou purulenta, era prescrito antibiético do tipo amoxacilina com
clavulanato, na dose de 2 mg/100 g, por via intraperitoneal em intervalos de 12/12 h
até que a infeccdo fosse controlada (Liu, An et al.,, 2004; Santos-Benito, Munoz-
Quiles et al., 2006).

3.3 Obtencéo das células mononucleares da medula 6ssea

Para a obtencéo das células mononucleares da medula éssea (CMMO) foram
utilizados ratos machos como doadores, afim de que fosse possivel identificar o
cromossoma Y como marcador, apos o transplante. Primeiramente, os animais
foram anestesiados com xilazina e quetamina. Apés os mesmos foram dissecados,
isolaram-se 0s 0ssos longos (Umero, fémur e tibia). As epifeses desses ossos foram
cortadas, possibilitando a lavagem de suas cavidades. O aspirado de medula 6ssea
coletado foi entdo processado entre etapas de suspensdo e centrifugacdo. As
CMMO foram separadas por gradiente de Histopaque®-1119 e contadas em camara
de Neubauer.

3.4 Preparacao das células para transplante

Foram definidas aliquotas de células mononucleares para infusdo no espaco
subaracnoideo. A aliquota para infusdo no espaco subaracnéideo teve um volume
de 40 pL contendo 10° células mononucleares, as quais foram administradas por

puncéo lombar.
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3.5 Via de entrega das células mononucleares

As células foram administradas através da via subaracnoidea (VS). Para o
transplante das CMMO os animais foram novamente anestesiados com xilasina a
2% e ketamina a 10% e receberam cuidados como aquecimento e analgesia

subcutanea com tramadol.

A infusdo das células pela VS foi feita por PL. A técnica utilizada foi a
palpacdo dos espacos interespinhais lombares, identificacdo dos processos
espinhosos de L6 e S2 e introducdo de uma agulha 27g no espago subaracnoideo
entre estes niveis. Durante o procedimento foi realizada uma flexdo do corpo do
animal, para facilitar o acesso ao canal vertebral. A confirmacdo do seu
posicionamento no espacgo subaracndideo foi determinada pela contratura da cauda
no momento da introducé@o da agulha. A infusdo das células foi realizada durante 1
minuto. Uma vez terminado sua infusdo, a seringa foi mantida por mais 1 minuto, a

fim de evitar o refluxo do liquido injetado. Passado este tempo a agulha era retirada.

3.6 Delineamento experimental

Este estudo contou com 40 ratas fémeas da raca Wistar, com 60 dias de idade
e peso de aproximadamente 300 g. Para lesionar a medula espinhal dos animais foi
utilizado o modelo de lesdo medular por compressdo com clipe de aneurisma
(Bakshi, Hunter et al., 2004; Neuhuber, Barshinger et al., 2008), ja estabelecido no

laboratdrio de neurociéncias (Figura 2).

Os animais foram submetidos a lesdo medular na altura de T8-T9 e
posteriormente divididos em 4 grupos, com 10 ratas em cada. No primeiro grupo
(CMMO3), as CMMO foram transplantadas no espago subaracnéideo no intervalo de
48 h, 9 e 16 dias apo6s a lesdo medular, totalizando 3 aplicagdes. O segundo grupo
(SS3) foi controle deste primeiro, no qual os procedimentos foram 0s mesmos,
exceto pelo fato de que foi transplantada solucdo salina (SS). No terceiro grupo

(CMMO5), as CMMO foram transplantadas no espaco subaracndideo no intervalo de
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48 h, 9, 16, 23 e 30 dias apos a lesdo medular, totalizando 5 aplica¢des. O quarto
grupo (SS5) foi controle deste terceiro, no qual os procedimentos foram 0os mesmos,

exceto pelo fato de que foi transplantada solucéo salina (Figura 2).

O dano a medula espinhal normalmente ocorre durante as primeiras horas
apos o trauma. Respostas inflamatérias de glia, por exemplo, iniciam de 5 a 20
minutos posteriores ao traumatismo e finalizam cerca de 2 a 3 semanas apds este
(Stichel e Miiller, 1998; Mcdonald e Sadowsky, 2002b). Com o intuito de frear a acao
dessas respostas, 0 primeiro transplante de células foi realizado 48hs apos lesao.

A fung&o motora dos animais foi avaliada semanalmente durante o periodo de
35 dias ap6s a lesdo medular. Passado esse periodo, os animais foram
eutanasiados, com uma overdose de anestésicos de quetamina e xilazina, utilizando
a via peritoneal. A medula espinhal foi removida, e processada para estudo imuno-
histoquimico das citocinas IL-13 e TNF-a, do local da lesé@o e por PCR.

0 24h 48h 9 dias 16 dias 23 dias 30 dias 35 dias

|
|
|
|
#
|
|
|

TRM BBB CMMO CMMO CMMO CMMO* CMMO* BBB
S§ SS§ SS§ S§* S$§* A
BBB BBB BBB BBB
Figura 2

Figura 2 — Delineamento experimental. LM: Lesdo Medular, CMMO: Células-tronco da Medula
Ossea, SS: Solucdo Salina, BBB: Escala de avaliagdo funcional BBB, A: Retirada da medula para
avaliacdo imunohistoquimica e PCR. Linha tracejada representativa da avaliacdo BBB para exclusédo
dos animais. * no 23° e 30° dia foram transplantadas CMMO e SS somente nos grupos que
contemplavam total de 5 aplicacdes.
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Inicialmente, todas as ratas que possuiam seqielas motoras apds a cirurgia
foram incluidas no estudo. Passados 24 h e 48 h apés a leséo foi realizado BBB e

na presenca de BBB com pontuacdo maior que 3, a rata foi excluida.

3.7 Avaliagéo funcional

A funcdo motora dos animais foi avaliada semanalmente através da escala de
Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) (Basso, Beattie et al., 1995) (escala BBB, Anexo
1), iniciando 48 h apds a lesdo até 37 dias apds. A escala BBB gradua os
movimentos das articulagbes do quadril, joelho e tornozelo, posi¢cédo do tronco, rabo
e patas traseiras. A partir de observagbes da movimentacdo do animal, sdo
atribuidos pontos de zero a 21, sendo que o valor de zero, corresponde a auséncia
total de movimentos, e 21 a presenca de movimento normal. Os valores de zero a 7
avaliam os movimentos primarios das articulagbes do quadril, joelho e tornozelo; os
de 8 a 13 analisam a colocacédo e a coordenacéo das patas traseiras e finalmente,
pontuacBes de 14 a 21 pontos definem o grau da estabilidade de tronco, a posicao
da cauda e a colocacdo das patas. Os animais foram filmados para maior
confiabilidade, pois a escala apresenta um numero elevado de escores e a diferenca
dos movimentos, entre as ratas, muitas vezes era sutil (Figura 3) (Barros Filho e
Molina, 2008). As filmagens foram analisadas por dois avaliadores sem
conhecimento do grupo a ser avaliado, ou seja, sem conhecimento do tratamento
aplicado. No caso de diferencgas ou duvidas do valor do BBB entre os avaliadores, as

filmagens eram revisadas, sendo definido seu valor final.
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Figura 3 - Local de avaliagdo motora pela escala de B.B.B.

3.8 Imuno-histoquimica

A expresséao das citocinas 11-10 e TNF-q, foi avaliada por imuno-histoquimica.
Apébs a eutanasia, os animais foram dissecados, sendo coletado o tecido da porcéo
tordcica da medula espinhal (T7-T9), com 1lcm de tecido normal em cada
extremidade. Cortes teciduais com espessura de 5 pum foram montados sobre
laminas preparadas com solugcdo de ATPS (3-aminopropyltriethoxysilene; Sigma-
Aldrich) a 5 %, em acetona PA, sendo mantidas em estufa (50 °C) durante 1 h, para
fixacdo dos cortes. Apods fixacdo, os cortes foram desparafinizados em xilol e re-
hidratados por passagens sucessivas em etanol, em concentracdes decrescentes
(etanol absoluto, etanol 90 %, 80 % e 70 %). Com o0 objetivo de eliminar reacdes
inespecificas falso-positivas, foi realizado o blogueio da peroxidase endégena. Para
tanto, as laminas foram imersas em solucdo de peréxido de hidrogénio 1,5 % e
metanol absoluto (v/v), por 20 minutos, com posterior lavagem com agua destilada.
Previamente a incubacdo com os anticorpos primarios, as laminas foram submetidas
ao tratamento para reativacdo antigénica, com a finalidade de recuperar os sitios
antigénicos mascarados pela fixacao e incluséo do tecido em formol e parafina. Para

este fim, foi utilizada uma solu¢do composta por 180 ml de &cido citrico 0,1 M e 820



32

ml de citrato de sddio 0,1 M (pH 6,0). As laminas foram imersas nesta solugcédo de
reativacdo antigénica diluida 1:10 em agua destilada e mantidas em banho-maria
ajustado para 95 — 98 °C, durante 45 min. Logo apds, ainda como parte do processo
térmico de reativacdo antigénica, as laminas foram retiradas do banho-maria,
mantidas durante 20 minutos em temperatura ambiente e lavadas em agua

destilada. Apos a lavagem das laminas, as mesmas foram submersas em PBS.

A imunodeteccdo foi realizada utilizando o0s seguintes anticorpos
apropriados: rabbit Anti-IL-1B e anti-TNF-a (Abcam). A solugcdo contendo os
anticorpos foi adicionada sobre os cortes teciduais e as laminas foram mantidas em
camara umida (2 — 8 °C), durante 12 — 16 horas. A seguir, as laminas foram lavadas
com tampdo PBS em temperatura ambiente. Apdés lavagem, as laminas foram
incubadas com anticorpo secundario anti-Rabbit (abcam), em cémara Umida,
durante 1 h, em temperatura ambiente. Posteriormente, foram realizadas duas
lavagens com PBS por 5 minutos, em temperatura ambiente. As amostras foram
submetidas a uma revelagdo colorimétrica com kit comercial (Dako Cytomation),
através de uma solucao cromogena contendo 0,03 % de 3,3 -diaminobenzidina
(3,3,4,4 -tetraaminobiphenyltetrahydrochloride), previamente diluida em tampéo
imidazol (pH 7,2) e perédxido de hidrogénio a 0,3 %. ApGs a revelacao, foi realizada a
contra-coloracdo das laminas com solucdo de hematoxilina de Harris, desidratacao
através de passagem das laminas em concentracfes crescentes de etanol (etanol
70 %, 80 %, 90 % e etanol absoluto), diafanizacdo em xilol e montagem em Entellan
(Merck, SP, Brasil). Para cada reacao foi utilizado um controle negativo na auséncia
do anticorpo primério. Os resultados foram obtidos através de microscépio Optico
(Nikon Eclipse 50i) e camera digital (DS-5M-L1; Nikon, NY, USA), acoplados. As
imagens digitalizadas foram transferidas para um computador e a intensidade de
marcacdo foi determinada através do programa NIH ImageJ 1.36b (National
Institutes of Health, Maryland, EUA).

3.9 Detecgcao das CMMOs por meio da amplificagdo de uma parte de um gene

do cromossoma Y pela técnica de PCR
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Como a presenca do cromossomo Y serve de indicativo de célula-tronco
transplantada do animal doador (doador = macho, receptora = fémea) e nao de
células residentes do animal receptor, utilizamos iniciadores (primers)
complementares a sequéncia de DNA correspondente a uma regido especifica do
cromossomo Y. Foram avaliadas amostras de dois grupos tratados com CMMO, com
3 aplicacdes e com 5 aplicacdes de células.

Das 40 ratas que foram submetidas ao modelo de leséo, (20 tratadas com
CMMO e 20 grupo controle com SS), destas, 10 receberam 3 transplantes de
CMMO 48h, 9 e 16 dias apos lesédo, as outras 10, receberam cinco transplantes
de CMMO, 48h, 9, 16, 23 e 30 dias ap0s lesdo por PL. No 37° dia apds a leséao,
as ratas foram eutanasiadas. Os animais entdo tiveram suas colunas vertebrais
dissecadas, para posterior remocao das medulas espinhais. As amostras foram
brevemente reservadas em freezer a -20° C até o inicio do preparo das reacdes

para a PCR.

Para a extracdo de acido desoxirribonucléico (DNA), os tecidos foram
homogeneizados em 300 pL de tampao fosfato. A seguir, foram adicionados 600
ML de Trizol (Invitrogen). Os tubos foram agitados com auxilio de um vortex por
dois minutos e entdo foram adicionados 120 uL de cloroférmio (Merk) gelado. As
amostras foram centrifugadas em 20.800 g por 10 minutos. Logo depois, o
sobrenadante foi transferido para novos tubos contendo 300 uL de isopropanol
(Merk) gelado, e estes foram agitados por aproximadamente 2 minutos. Os tubos
contendo precipitado foram descartados. Procedeu-se com nova centrifugacdo em
20.800 g, por 30 minutos. O sobrenadante foi desprezado por aspiracdo. Por fim,
o DNA foi dissolvido em 50 puL de agua ultra-pura. Os frascos contendo as
amostras de DNA foram armazenados em freezer a -20°C. Previamente a reacéo

de PCR, o DNA das amostras foi quantificado por espectofotometria.

Para avaliacdo da migracdo e presenca das células mononucleares
transplantas na regido lesada da medula espinhal, utilizamos a técnica da PCR

através da analise por eletroforese em gel de agarose. (Gibbs, 1990).

A amplificacdo foi realizada em termociclador (PTC-200/MJ Research)
utilizando oligonucleotideos iniciadores (primers) direto 5'-tggagaattctgaggaggaga-

3' e reverso 5'attcacaaagctgacctccagttg-3' complementares a sequéncia de DNA



correspondente a uma regido especifica do cromossomo Y, gerando um produto
de PCR de 524 pb, e uma nova amplificacdo utilizando o primer direto 5'-
cagagcccaggtgctcctgetg-3' e reverso 5'-ctcctccattttagatctgegttc-3' gerando um

produto de PCR de 324 pb, caracterizando a técnica de Nested-PCR

Para cada reacédo, foram utilizados 5 ug de DNA gendmico, 0,5 U de Taq
DNA polimerase, 50 pmol de cada primer, 200 uM de dNTPs, 2 mM de MgCl,, 5
ML de solugdo tampao e agua ultra-pura estéril para completar o volume de
reacao de 50 pL. A amplificagao foi realizada nas seguintes condi¢des: 95°C por 5
minutos para desnaturacao; 30 ciclos subsequentes consistindo cada ciclo de
uma etapa de desnaturacédo a 95°C por 30 segundos, uma etapa de anelamento a
52°C por 30 segundos e uma etapa a 72°C por 1 minutos para extensao; e entao
uma etapa de extensao final a 72°C por 10 minutos.

Os produtos gerados apOs a técnica de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2% contendo brometo de etidio em tampéo TRIS,
acido acético, acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) (TAE) 1x por 30 minutos
aplicando uma voltagem de 100 v e uma amperagem de 400 mA. Os géis foram
visualizados em transiluminador ultravioleta (3UV-Biorad) e as imagens foram
capturadas utilizando equipamento de foto documentacédo através do programa
Quantity One (Biorad).

Para o controle da reacao, foram ensaiados, juntamente com cada bateria
de DNA de amostras de animais transplantados, um controle positivo de reacéo
que consistia de DNA extraido a partir de CMMO obtidas de ratos machos, e um
controle negativo de reacédo, com omissao de qualquer DNA, além de amostras de

animais que néo receberam CMMO.

3.10 Anédlise estatistica
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Para analise dos dados obtidos no teste de B.B.B. e imuno-histoquimica

utilizou-se a andlise de variancia de duas vias com medidas repetidas (ANOVA)

seguida de teste de Tukey. Valores com P<0,05 foram considerados
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estatisticamente significativos. Toda a andlise estatistica foi realizada com auxilio do

software estatistico GraphPad Prism 4.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao da funcdo motora (escala BBB)

Os grupos transplantados com 3 e 5 aplicacbes de CMMO demonstraram
diferenca significativa nos escores motores ao final dos 37 dias de seguimento, se
comparados com seus respectivos grupos controles (Figura 4).
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Figura - 4: Gréfico de avaliagdo motora dos grupos CMMO3 e CMMO5 com seus controles SS3 e
SS5. O tratamento com 5 aplicagcdes, CMMOS5, melhora o desempenho motor de ratas com leséo de
medula espinhal nos momentos: BBB2, BBB3, BBB4 e BBB6. *P<0,05. O grupo CMMOS3 melhora o
desempenho motor ao final do tratamento, BBB6, quando comparado com seu controle SS3. *P<0,05.
O grafico expressa os escores médios em seis momentos (48h, 9, 16, 23, 30 e 37 dias) de avaliacédo
motora pela escala de BBB, subsequentes ao modelo de lesdo medular e ao transplante de CMMO
ou injecdo de solucao salina por puncdo lombar. Teste de Tukey apés ANOVA de duas vias com
medidas repetidas, h=10 por grupo.
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Foi observada diferenca estatistica no grupo CMMOS5 e seu controle no BBB2,
9 dias, BBB3, 16 dias, BBB4, 23 dias e BBB6, 37 dias. N&o houve diferenga
estatistica entre CMMO3 e CMMO5, ou seja, tanto o grupo com 3 aplicacdes e o
grupo com 5 aplicacdes tiveram melhora semelhante no desempenho motor. No
escore final da fungcdo motora, observado no BBB6, os dois grupos, CMMO3 e
CMMOS5, apresentaram diferenca estatistica quando comparados com seus
controles (Figura 5). Os grupos controles, SS3 e SS5, ndo apresentaram diferenca

estatistica entre si.
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Figura 5: Grafico expressa os escores das avaliagcbes motoras em diferentes tempos, BBB2, BBB3,
BBB4, BBB5 e BBB6. O tratamento com cinco infusées (CMMO5) de CMMO apresenta diferenca
estatistica no desempenho motor no BBB2, BBB3, BBB4 e BBB6 quando comparado com seu
controle (SS5). Tanto o tratamento com 3 e 5 infusdes apresentam diferenca estatistica no
desempenho motor no BBB6 quando comparados com seus controles SS3 e SS5, *CMMO3 P<0,002
e *CMMOS5 P<0,001.Teste de Tukey apds ANOVA de duas vias com medidas repetidas, n=10 por

grupo.

4.2 Analise imuno-histoquimica

N&o houve diferenca estatistica do niumero de citocinas inflamatorias, IL-13 e
TNF-a entre os grupos tratados com CMMO e seus respectivos controles (figura 6, 7
e 8).
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Figura - 6: Dados das analises imuno-histoquimicas das citocinas IL-18 e TNF-a (A e B), ndo ha
diferenca estatistica no processo inflamatério no local da lesédo entre os grupos tratados com CMMO
e o0s seus controles que receberam SS (Teste de Tukey apés ANOVA de medidas repetidas).
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CMMO3 ' ss3
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Figura — 7: Grupos CMMO3 e CMMOS5 e salina SS3 e SS5. Imagens digitalizadas da imuno-
histoquimica da regido medular lesada, mostrando a expressao da citocina IL-1B (setas indicando
pontos marrons no tecido). O grupos de CMMO né&o apresentaram diferenca estatittica na expressédo

de IL-1B. Ampliac&o, x 400
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Figura — 8: Grupos CMMO3 e CMMOS5 e salina SS3 e SS5. Imagens digitalizadas da imuno-
histoquimica da regido medular lesada, mostrando a expressao da citocina TNF-a (setas indicando
pontos marrons no tecido). O grupo CMMO3 nédo apresentou diferenga estatittica na expressao de
TNF-a. Ampliagdo, x 400.

4.3 Presenca de CMMO na regido medular lesada ap6s transplantes

Das seis amostras analisadas para presenca de CMMO pela técnica de PCR,
nenhuma apresentou positividade para a banda de 342 pb, referente a sequéncia
especifica do cromossomo Y, apds a segunda amplificacdo do ensaio Nested-PCR
(Figura 9).
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P R1 R2 R3 R4 mix

Figura - 9: Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR para uma sequéncia especifica do
cromossoma Y de ratos. M: marcador de peso molecular (100 pb); R1 e R2: ratas com 3 transplantes

(negativo); R3 e R4: ratas com 5 transplantes (negativo); mix: controle da reacdo (sem DNA).
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DISCUSSAO

No presente trabalho foi possivel verificar a melhora motora nos grupos
tratados com CMMO, entretanto ao verificar a presenca destas células para o local
da lesdo ndo puderam ser identificadas, assim como a melhora do processo

inflamatoério no local da lesao.

Em relacdo aos nossos dados de avaliagdo motora pelo BBB nos grupos
tratados com CMMO, pode-se observar que estes animais obtiveram melhora na
funcdo motora quando comparados com seus respectivos controles, demonstrando

efetividade da melhora motora através do tratamento com as CT.

A analise do desempenho dos animais, ao longo do tratamento, o
desempenho se mostrou mais efetivo no grupo com cinco aplicacdes de CMMO em
comparacao com o grupo controle. Porém quando analisado o escore final que 0s
animais obtiveram na escala BBB ap6s os 37 dias de seguimento, ou seja, 0
desempenho motor final de cada um, tanto o grupo com 3 aplicacbes de CMMO
guanto o grupo com 5 aplicacdes foram efetivos no tratamento, sem haver diferenca
estatistica entre grupos. Isto nos diz que, na pratica parece haver um numero ideal
de administracdo de CT, no qual, acima desta quantidade ndo agrega em melhora

clinica até 37 dias.

No estudo realizado por Yazdani e colaboradores (Yazdani, Pedram et al.,
2012) demonstrou que houve uma melhora progressiva no desempenho motor dos
animais apos a lesdo medular, ou seja 35 dias, tempo muito aproximado com de

nosso estudo gque teve acompanhamento durante 37 dias.

Li e colaboradores (Li, Wen et al., 2010) compararam os efeitos do tratamento
com células-tronco no desempenho motor, quanto a diferentes nimeros de
aplicacoes (grupos com 1, 2, 3 e 5 aplicacdes). O estudo demonstrou que na terceira
semana apos o inicio do tratamento, houve diferenca significativa entre todos os
grupos tratados com seus controles. Apos 7, 9 e 12 semanas o desempenho motor
se demonstrou melhor nos grupos com trés e cinco aplicagbes de células. Este
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estudo se assemelha com 0 nosso, mostrando que 0S grupos que apresentam
melhor desempenho motor ao longo do tratamento, sdo 0s que tiveram maior
quantidade de aplicacdes. Se ficou demonstrado no presente estudo que ha melhora
do desempenho motor tanto com 3 como com 5 aplicacdes, na perspectiva de
futuros estudos clinicos, a escolha de 3 aplicagbes podera ser feita pois, além de
apresentar uma melhora semelhante se comparado com 5 aplicagées no final do
estudo, existe o beneficio da necessidade de menor quantidade de injecdes e da

diminuicdo de custos.

Embora a causa primaria possa resultar na morte de neurdnios, esta perda
neuronal deve-se principalmente a resposta do organismo ao trauma, conhecida
como lesao secundaria. Ela inicia ap0s o evento traumatico, ja nos minutos iniciais e
sua interrupcdo pode ser benéfica, pois leva a efeitos locais, como a inflamacéo, os
efeitos vasculares e a excitoxicidade, que acabam agravando a lesdo primaria

mecanica (Dumont, Okonkwo et al., 2001).

Houve uma relacdo positiva do tempo de tratamento com uma menor
guantidade de aplicacbes de CMMOs, na recuperacao da funcdo motora. Ao longo
do tratamento o grupo com 5 aplicacdes apresentou melhor desempenho, porém o
desempenho motor ao final do tratamento, do grupo com 3 aplicacbes se igualou
com o grupo de 5 aplicacdes. Portanto, as aplicacdes de células, demonstram uma
relacdo com o tempo para melhorar a funcdo motora dos animais, no inicio
demonstrou-se mais rapida nos animais com maior nimero de aplicacbes, mas ao

final do tratamento, a melhora da funcdo motora foi demonstrada em ambos grupos.

A capacidade das CT em segregar substancias, tais como citocinas e factores
troficos, demonstram que elas podem substituir células perdidas nas regides de LM,
facilitando a regeneracdo e resgatando parcialmente células danificadas, levando
assim a recuperacdo funcional apés a LM (Urdzikova, Jendelova et al., 2006).
Através destes efeitos, as células transplantadas induzem plasticidade na medula
lesionada, promovendo alongamento axonal, remielinizagéo e formacao de sinapses
(Ruff, Wilcox et al., 2012).

A andlise imuno-histoquimica das citocinas IL-1B e da TNF-a, ndo demonstrou
diferenca no grau de inflamacdo no local da lesdo poés-transplante de CMMO em

ambos os grupos tratados quando comparados entre si € com seus grupos controle.
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Contrariamente, apos o tratamento com scaffolds embebidos em CT foi relatado que
o grau de inflamacado foi reduzido (Zeng, Zeng et al., 2011). Ja4 em outro estudo,
onde analisavam estas mesmas citocinas, observaram que a IL-1f suprimiu a leséo
medular por reduzir as respostas inflamatorias (Sato, Ohtaki et al., 2012). Porém
neste estudo as medulas eram analisadas, apos 14 dias de acompanhamento dos
animais. No grupo CMMO3 e CMMOS5 os animais , foram eutanaziados 35 dias apés
aLM.

Quando a microglia local é ativada, os mondcitos/macréfagos sao recrutados
para fagocitar o tecido lesado. Estas e outras células reativas produzem citocinas,
como o fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucinas que mediam a resposta
inflamatéria e amplificam o dano tecidual (Klusman e Schwab, 1997). O principal
agente bioquimico dessa discusséo € o TNF-a que, pode tanto induzir a expressao
de ciclogenase-2 (COX-2), o qual potencializa os efeitos da inflamacéo (Resnick,
Graham et al., 1998) e também a IL-1 que normalmente é ativada em situagbes em
que o TNF-a é produzido, estando ambos presentes em processos inflamatérios
(Saperstein, Chen et al., 2009).

Através da técnica de PCR pode-se verificar se havia ou ndo a presenca de
células no local da lesdo pos-transplante. Nenhum animal apresentou positividade
para presenca de células no local da lesdo. No estudo de Bakshi e colaboradores
(Bakshi, Barshinger et al., 2006) os autores concluiram que multiplos transplantes
aumentam o potencial de nidacao celular na regido medular lesada, porém em
nosso estudo, nem o grupo com maior quantidade de aplicacdes ndo teve presenca
de células detectadas no local da lesdo. Provavelmente isto pode ser decorrente da
diferenca de tempo entre aplicacbes e a analise do tecido. As amostras foram
retiradas dos animais para analise de PCR no 37° dia apos a les&o. No grupo com 3
aplicacbes o 16° dia foi o ultimo dia de aplicacdo e a medula foi coletada para
analise no 37° dia apos a lesdo. J& no grupo com 5 aplicacdes o 30° dia foi realizada

a ultima aplicacdo e a medula retirada para analise também no 37° dia apos a leséo.

Ohta e colaboradores (Ohta, Suzuki et al., 2004), observaram uma melhora
da funcdo motora dos ratos e uma integracao local das CMMOs transplantadas, sem

haver uma diferenciacdo das células. Os autores concluem que a melhora funcional
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nao seria resultado da reposicdo celular, mas sim da secre¢do de fatores tréficos
que induzem a proliferacdo de CT enddgenas.

Os fatores tréficos tem se mostrado promissores no tratamento de varias
condi¢cbes do Sistema Nervoso Central (SNC). Na LM, o principal papel destes € de
primeiramente promover a sobrevivéncia neuronal e mais tarde, crescimento axonal
(Zhao, Duan et al., 2002; Rosner, Avalos et al., 2012). Alguns fatores de crescimento
tém sido investigados para o tratamento da LM. A maioria dos estudos sdo com
fatores neurotréficos derivados do cérebro (brain-derived neurotrophic factor
(BDNF)) (Houweling, Van Asseldonk et al., 1998; Liu, Kim et al., 1999; Kwon, Liu et
al., 2002). Em estudos com modelos animais de pequeno porte, o0 BDNF parece
melhorar a funcdo motora apdés a lesdo, embora a significancia estatistica deste
efeito desapareca em acompanhamentos posteriores (Mctigue, Horner et al., 1998;
Namiki, Kojima et al., 2000). Estes resultados apontam para os efeitos
neuroprotectores de BDNF imediatamente apds lesdo e em conjunto, demonstram
que os fatores tréficos, geram neuroprotecdo imediata ap6s a lesao,
desempenhando um papel importante na regeneracao neuronal (Rosner, Avalos et
al., 2012).

De maneira similar, Koda et.al. observaram uma melhora na marcha dos
animais apos o transplante de CMMO na LM, mesmo sem detec¢do de tempo de
diferenciacdo dessas células (Koda, Okada et al., 2005). Assim, essa vertente
sugere que as CMMO quando transplantadas em uma lesdo criam uma ambiente
mais favoravel, limitando o dano e promovendo regeneragao via: imunossupressao
(Aggarwal e Pittenger, 2005; Noel, Djouad et al., 2007) e expressao de fatores

troficos e citocinas (Song, Kamath et al., 2004)

Com base nas informacbes supra-relatadas, pode-se verificar que o0s
resultados do presente estudo, referentes a administracdo de CMMO e melhora do
quadro motor, estdo em conformidade com a literatura, pois 0s grupos tratados
apresentaram significativa melhora na fungdo motora. Assim, os achados reforcam a
hipotese de que multiplas aplicagbes de CMMO podem ser uma alternativa para o

tratamento da LM.
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CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel avaliar a recuperacédo da funcdo motora em ratas
com lesdo medular apdés mudltiplos transplantes de CMMO e a expressdo de

citocinas inflamatdrias, permitindo concluir que:

1- Os mdltiplos transplantes de CMMOs, 3 e 5 aplicacdes, proporcionaram
melhora da fungcdo motora se comparados com o grupo controle, sendo esta

mais rapida nos animais que receberam 5 aplicagdes.

2- Os multiplos transplantes de CMMOs, 3 e 5 aplicacdes, apresentam uma

recuperacdo motora semelhante ao final do periodo de observacéo.

3- Nao houve diferenca na expressao das citocinas inflamatorias I1I-18 e TNF-a

em animais tratados com CMMOs e seus respectivos controles.

4- Nao foram detectadas CMMOs no local da leséo, independente do niumero de

aplicacoes, ao final do experimento no 37° dia.
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PERPECTIVAS FUTURAS

A pesquisa realizada com as diferentes quantidades de aplicacdes de células,
vias de administracdo celular, adquiridos com a realizacdo deste trabalho,
proporcionam que futuros estudos possam aprofundar os conhecimentos a cerca do
potencial terapéutico das CT nas LM. Para que isto seja possivel, pretende-se
futuramente:

1. Utilizar técnicas de imuno-histoquimica para analisar a expressao das
citocinas também em outros periodos durante o tratamento e ndo somente ao
término.

2. Avaliar a hipétese de que o efeito das células transplantadas possa ser

mediado por fatores tréficos e modificacdes do microambiente.

3. Analisar efeitos de atividade fisica, agregando durante o tratamento, para

verificar a possibilidade de melhora precoce da atividade motora.
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Abstract

Study design. Experimental animal study of spinal cord injury (SCI), using a stem cells
(SC) delivery system.

Objective. This study compared the results of treatment groups with 3 and 5 applications of
bone marrow mononuclear cells (BMMC) in the subarachnoid space through a lumbar
puncture in a rat SCI model. Subsequently, the motor function and inflammatory rate at the

site of injury were analyzed.

Summary of background data. Nowadays, the recovery of neurological functions after SCI
still relies on the host's neural plasticity and compensatory mechanisms. Unfortunately many

of these patients are permanently paralyzed.

Methods. The experiment was done using an animal model of thoracic SCI with aneurysm
clip compression. Afterwards these animals were treated with 3 (BMMC3) or 5 (BMMC5)
applications of BMMC directly into the subarachnoid space using a lumbar puncture. The
control group received saline solution (SS) that was injected at the same time and frequency
(SS3 and SS5) used for BMMC delivery. The animals were sequentially evaluated for motor
function using the BBB scale for the presence of BMMC in the lesion by PCR, and the local
inflammatory rate through interleukin (IL-1B) and tumor necrosis factor a (TNF-o) which

were analyzed by immunohistochemistry.

Results. The BMMC5 group showed significant differences in motor scores over the entire
study when compared with their their SS5 control group. At the end of the treatment, there

was a similar motor performance when both treatment groups (BMMC3 vs BMMC5) were
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analyzed. In either treatment group and their control there was no difference in inflammatory

rate. The PCR could not detect the presence of BMMC at the injury site.

Conclusion. Multiple administration of BMMC in the subarachnoid space through lumbar

puncture improves locomotion without showing local inflammatory modification.

Keywords: spinal cord injury, bone marrow mononuclear cells, motor function, IL-1p, TNF-

a.

Introduction

Every year more than 10,000 people suffer spinal cord injury (SCI) caused by traffic,
sports and other accidents (1-3). Despite the administration of large doses of steroids and
other anti-inflammatory drugs, the recovery of neurological functions after SCI relies on the
host's neural plasticity and compensatory mechanisms and unfortunately many of these
patients are permanently paralyzed (4, 5). The motor disfunction usually is associated with

loss of bladder or bowel control, skin lesions and blood pressure irregularities (4-6).

The injury mechanism is directly related to the treatment that should be proposed and
the patient's functional prognosis. During SCI, spinal cord compression and tissue distension
were observed which determine axonal disruption and loss or diminished function (6,7).
Immediately after this period, neuronal and axonal degeneration were observed, which
contribute.to the formation of astrocytic scar (7). The treatment proposed in the acute phase of
SCI is decompression of the spinal cord and spinal realignment and stabilization in an attempt
to prevent ischemia and demyelination of nerve tissue caused by the inflammatory cascade (6,

7).
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The local inflammation after injury is crucial for defense and repair of the affected
tissue. Among the substances produced and released during the inflammatory process are
inflammatory cytokines (8). Interleukin IL-1p is a cytokine that induces the expression of
adhesion molecules and chemokines, facilitating the migration of leukocytes, and is related to
the increase of postoperative pain(9-12). The inflammatory lesion and foreign cells may
activate the T cells which produce pro-inflammatory cytokines, including tumor necrosis
factor a (TNF-a) (13). TNF-a is the prime mediator of acute inflammatory and cellular
responses, such as differentiation, proliferation, reactivity, apoptosis, inflammation and

immunity (14-17).

The current studies reporting the therapeutic potential of stem cells (SC) in
neuroregeneration of neural networks in the injured area in order to improve the brain
plasticity, provide a new therapeutic strategy for patients with SCI (18, 19). The expected
mechanism is that the transplantation of SC may replace lost cells to regenerate the damaged
spinal cord and provide an environment rich in growth factors that interrupt or reduce the

local immune inflammatory degenerative process and scar (18-21).

The therapeutic use of bone marrow mononuclear cells (BMMC) presents the benefits
of not creating an ethical or legal problems, they can be readily withdrawn from the patient,
decreasing the risk of rejection, and are more easily manipulated in the laboratory compared
with the embryonic cells (22). In order to allow a translational indication to the patients,
subarachnoid injection using a lumbar puncture (LP) presents the advantages of avoiding
further surgery, eliminating the risk of direct injury to the spinal cord. It is also easy to
perform re-infusion because of its less invasive nature (23, 24).

In a recent SCI study in an animal treated with BMMC via subarachnoid space

through LP, motor performance improvement was reported (25). The present study will
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evaluate the capacity of motor recovery after SCI using multiple BMSC injections in the

subarachnoid space and also analyze the effects on the inflammatory process.

Materials and Methods

Animals

Forty female Wistar rats (60 days old), weighing approximately 300g, were used to
perform the SCI and treatment with BMMC. Eight male rats (60 days old) were used as

BMMCs donors for subsequent detection of chromosome Y.

Surgical Procedures

The animals were weighed and anesthetized by intraperitoneal injection with 2% xylazine (0.1
ml/g) and 10% ketamine (0.22 ml/g). The rats were positioned in ventral decubitus and the
skin over the thoracic spine was shaved and cleaned using antiseptic solution. The incision
site was determined by palpation of the last rib and counting to define the eighth rib. A 3-cm
incision at the midline over the dorsal region was performed with removal of paravertebral
muscles and locating the vertebral lamina of the eight thoracic vertebrae (T8). A T8
laminectomy was performed carefully under magnification and the dural sac identified. Spinal
cord compression was performed using a 6.7 mm clip (Vicca®) with a closing pressure of 50
g/strength during 60 seconds (26). After the injury, the incision was sutured with mononylon
3-0 and the antiseptic solution was applied to the incision. Postoperatively, ceftriaxone (100
mg/kg, i.p.) and tramadol (1.5 mg/kg s.c.) were administered and subcutaneous hydration with
10 ml of 0.9% was given. The Credé maneuver was performed at the end of the procedure to

empty the bladder. Postoperative care included: Credé maneuver twice daily, daily inspection
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of the skin; pressure ulcer prevention; and fluid restriction during the acute period and at
night, to decrease bladder strain. Rats were weighed once a week, and nutrition was limited to
20 grams to avoid weight gain. In case of anorexia, 10 ml of warm normal saline were
administered intraperitoneally. Urinary tract infection, manifested by hematuria with pus or
cloudy urine, was treated with amoxicillin with clavulinic acid (2 mg/100 g i.p.) (27, 28).
Preparation of Bone Marrow Mononuclear Cells

BMMCs were obtained from male Wistar rats with the Y chromosome used as a
reporter of transplanted cells. Bone marrow was extracted from the humerus, femur, and tibia
by flushing with 10,000 U of heparin in 50 ml of DPBS. Extracts were centrifuged at 400 x ¢
for 10 minutes. Cell pellets were resuspended with RPMI-1640 and fractionated on a density
gradient generated by centrifugation at 400 x g over a Ficoll-Paque solution (Histopaque
11191, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). The mononuclear fraction over the Ficoll-Paque
layer was collected and washed twice with DPBS. Cell concentrations were determined with a
Neubauer-counting chamber with the number of viable cells determined by Trypan Blue
exclusion. For the detection of surface antigen, BMMCs were incubated with conjugated
antibodies against CD34, CD11b, CD117, CDA45, and Scal. Labeled cells were collected and

analyzed using a FACSCalibur cytometer.

Lumbar Puncture and Subarachnoid Space Injection

BMMCs or saline were infused into the subarachnoid space via LP. A volume of 40 uL
containing 10° cells was used (23, 29-31). After anesthesia and skin preparation, the lumbar
spinous processes of the L6 and S2 were palpated and a 27G needle was introduced into the
subarachnoid space with a slight flexion of the animal’s body, to facilitate access to the spinal

canal. The correct needle positioning in the subarachnoid space was determined by the
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contraction of the tail at the time of needle insertion or cerebrospinal fluid leakage. Cell
infusion was performed for 1 minute to avoid reflux.
Study design

Forty adult female Wistar rats were used to perform SCI. The animals were divided

into four groups of 10 animals each: 2 control groups and 2 groups receiving BMMCs.

On day 1, animals were subjected to spinal cord compression. On day 2 (24 hours
later), animals were evaluated using the Basso, Beattie, and Bresnahan (BBB) scale to
evaluate motor function (32). The exclusion criteria were rats presenting a BBB score more
than 3 points 24 h after injury, because the spinal lesion applied in this study should result in

severe motor deficits, and rats becoming sick due to urinary infection during the study.

The BMMC3 treatment group was transplanted 3 times into the subarachnoid space 2,
9 and 16 days after SCI and the other therapeutic group BMMC5 was also transplanted into
the subarachnoid space but 5 times, at 2, 9, 16, 23 and 30 days after SCI. Each treatment
group, BMMC3 and BMMCS5, has the respective control group, SS3 and SS5, which

performed the saline solution infusion into the subarachnoid space in the same manner.

All animals were given BBB scores 2, 9, 16, 23, 30 and 37 days after SCI. After the
last evaluation, they were euthanized and histologic analysis was performed. The
experimental protocols used in this study followed international standards for animal testing,
and were approved by the Animal Care and Ethics Committee of the Pontifical Catholic

University of Rio Grande do Sul -PUCRS (CEUA 11/00269).

Functional assessment

All animals were given BBB scores 2, 9, 16, 23, 30 and 37 days after SCI. The

functional outcomes and BBB locomotor scores were recorded using digital video.
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First, an evaluator recorded the videos and assigned motor values to the animals.
Subsequently, these videos were sent to 2 blinded reviewers, who analyzed the video and
given values. A fourth blinded evaluator, analyzed the 3 results, and with different values, the

videos were analyzed again and reached a consensus of the final value.

Y-Chromosome detection using Polymerase Chain Reaction (PCR)

We performed PCR analysis in order to identify the presence of transplanted BMMCs
in the spinal cords. Six rats were used to analyze the Y-chromosome, 3 from the BMMC3 and
3 from the BMMCS5 group. After the last evaluation at 37 days, the rats were euthanized and
samples of the spinal cord collected. We used forward primer 5'-direct
atggagaattctgaggaggaga-3' and reverse primer 5'-attcacaaagctgacctccagttg-3', complementary
to the DNA sequence corresponding to a specific region of the Y-chromosome, generating a
PCR product of 524 bp. We performed a new direct amplification using the primer 5'-
cagagcccaggtgctectgcetg-3' and reverse 5'-ctcctccattttagatctgegttc-3', generating a PCR product
of 324 bp, using a nested PCR technique. A positive control sample (Y-chromosome + DNA
extracted from a male rat) and a negative control (no Y-chromosome + DNA extracted from a
female rat) were assayed with experimental samples in every reaction. Amplified products
were detected by gel electrophoresis (agarose 2% containing ethidium bromide) and viewed

under ultraviolet light.

Immunohistochemistry

The immunohistochemical analysis identified the presence of the inflammatory

cytokines TNF and IL1p, to check whether the transplantation of BMMC ou showed any
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effect on inflammation at the site of injury. The expression of IL-10 and TNF-a, was assessed
by immunohistochemistry

On day 37, after evaluation of motor function, animals were euthanized with high
doses of 2% xylazine (0.1 ml/g) and 10% ketamine (0.22 ml/g) intraperitoneally. 6 rats were
perfused with saline followed by 4% paraformaldehyde (PFA). The spine was carefully
dissected and the spinal cord was removed. A piece of spinal cord, measuring 1cm, was
dissected to perform the histological analysis. The main lesion produced in our study was
located at the center of the piece. Tissue sections with a thickness of 5 mm were kept in an
oven for 1 hour to fix the cuts. Immunodetection was performed using appropriate antibodies
as follows: rabbit anti-1L-1B, and anti-TNF-o. (Abcam). For each reaction a negative control
was used in the absence of primary antibody. The results were obtained by optical microscope
(Nikon Eclipse 50i) and a digital camera (DS-5M-L1, Nikon, NY, USA) coupled. The
scanned images were transferred to a computer and the intensity of staining was determined

using the ImageJ 1.36b program NIH (National Institutes of Health, Maryland, USA).

Statistical analysis

Data are presented as the mean + standard error of 10 animals per group. The
percentages of inhibition were calculated as the mean of inhibitions obtained for each
individual experiment. Statistical comparison of the data was performed by Student t test or
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s test. P-values less than 0.05 (P<
0.05) were considered significant. Statistical analysis was performed with PrismGraph 5.0

software (Graph-Pad Software, San Diego, CA)

Results
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Recovery of motor function

The BBB scores results in the group in which 3 injections of BMMC in the
subarachnoid space (BMMC3) were performed showed a significant improvement in the last
evaluation on day 37 when compared with the saline injection group (SS3). Analysis of
variance demonstrated that the BBB had significantly improved in rats treated with 5
applications of BMMC (BMMCS5), not only in the last evaluation on day 37, but also in the
motor assessment on day 9, 16 and 23 if compared with its control group SS5 (figure 1). Post-
hoc analysis indicated that function improved significantly beginning week 2 after

transplantation.

When the treatment groups were compared, BMMC3 vs BMMCS5, no difference was

observed in the motor score in all BBB assessments (figure 1).

Immunohistochemistry
No statistical difference was observed in the percentage of inflammatory cytokines,
IL-1B and TNF-a between the treated groups with BMMC and their corresponding controls

(BMMC3 vs SS3 and BMMCS5 vs SS5) (Figure 2, 3 and 4).

Migration of donor-derived BMMCs to the site of injury
PCR analysis was performed on 6 spinal cord samples from injured rats transplanted
with BMMCs and none was positive for the band of 342 bp, corresponding to the specific

sequence of the Y-chromosome after the second amplification (Figure 5).

Discussion
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The present study has shown the beneficial effect of multiple BMMC injections into
the subarachnoid space to improve motor recovery in animals with SCI.

After the primary traumatic injury directly to the spinal cord there are secondary
injuries originated by the body's response to trauma. Both have a similar negative impact on
the spinal cord function leading to neuronal death and loss. The secondary events are initiated
soon after the SCI and provoke local ill effects, such as inflammation, excitotoxicity and
vascular disfunction, which exacerbate the primary mechanical injury (33). These local effects
can be reversed or minimized by the SC therapy and the grade of recovery is related to the
number of applications as seen in animals where 5 infusions were performed compared with 3
injections.

Li et al (34) compared motor performance after treatment with one or multiple (2 vs 3
vs 5) injections of SC. The study demonstrated that after 3 weeks of treatment there was a
significant difference between the SC groups, independently of the number of doses, and their
controls. However, the motor performance was enhanced in the animals that received 3 or 5
injections of SC. In the present study, the multiple injections of BMMC also showed a
significant motor recovery after 37 days of SCI.

The SC can promote a more favorable environment at the injury site by replacing the
cells and through immunosuppression (35, 36) and expression of growth factors and cytokines
(37) which can facilitate the regeneration, neuronal survival, recovery of damaged cells and
later axonal growth (22, 38, 39). With these effects, the transplanted cells induce plasticity in
the injured spine by promoting axonal elongation, synapse formation and remyelination (40).

The importance of the favorable environment induced by the SC was observed by
several authors. Ohta et al. (41), reported an improvement of motor function despite the
undifferentiation of the SC and concluded that the functional improvement was not a result of

cell replacement, but the secretion of trophic factors that induce proliferation of endogenous
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SC. The brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is one of the common growth factors that
was investigated for SCI treatment (42-44). The use of BDNF following injury seems to
improve the motor function mainly at the first evaluations (45, 46). These findings suggested
that the neuroprotective effects of BDNF occurs immediately after injury and play an
important role in neuronal regeneration and survival (39). Similarly, improved walking was
reported in animals with SCI after BMMCs transplantation, before the differentiation of these
cells was observed (47).

When the local microglia are actived, monocytes and macrophages are recruited to
phagocyte the injured tissue. Consequently, these cells produce cytokines, like TNF-o and
interleukins, that mediate the inflammatory response and amplify tissue damage (48). The
TNF-a can induce the expression of cyclogenase-2 (COX-2), which potentiates the effects of
inflammation (49). This inflammatory process is further intensified by IL-1p (50).

Immunohistochemical analysis of IL-18 and TNF-a showed no difference in the level
of inflammation at the site of the lesion after transplantation of BMMC independently of the
number of infusions when compared with their control groups. Contrary to our results, there
are studies that analyzed IL-1 p and TNF-a and reported an attenuation or suppression of the
inflammation after SC treatment (4, 51). In contrast with our study, the spinal cord was
analyzed after 14 days of SCI, whereas we performed the analysis 35 days after SCI.

Yazdani et al (52) showed that the motor performance of the animals progressively
improved 35 days after the SCI lesion. This was also observed in our study, where the motor
recovery began 2 weeks after the SCI and got progressively better up to 37 days of follow-up.

Bakshi et al. (29) reported that multiple transplants increase the potential for cell
implantation in the injured spinal region. In our study no SC were detected at the lesion site in
any of the treatment groups. This could probably be explained by the time elapsed between

the last SC applications and the tissue analysis. Samples were taken on the 37th day after SCI
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which was 19 days after the last application in the BMMC3 group and 5 days in the BMMC5
group.

A therapeutic effect of multiple BMMC injections into the subarachnoid space to treat
animals with SCI was observed. These beneficial effects occur despite the variance of
inflammatory cytokines. No difference was observed in the efficacy between the CMMO3 vs
CMMOS5 groups. In clinical translation this shows that 3 stem cell injections into the
subarachnoid space may be the benchmark to have a therapeutic effect and there is no need

for exposure to further LP infusions (52).

Conclusion
The present study showed that 3 or 5 BMMC subarachnoid infusions by LP BMMC
provide significant and similar motor recovery at the last evaluation. No difference could be

observed when the expression of inflammatory cytokines IL-1B and TNF was analyzed.
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Figure Legends
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Figure 1. Graphic of motor evaluation of groups CMMO3 and CMMOS5 with their controls
SS3 and SS5. Treatment with 5 applications, CMMOS5, significantly improves the motor
performance after the second BBB evaluation, except for BBB5, when compared with the
control group (SS5). The CMMO3 group showed a significant difference from the control
group (SS3) only in the last evaluation (P <0.002). The graphic expresses the mean scores of

the 6 BBB assessment. Tukey test after two-way ANOVA with repeated measures, n = 10 per

group
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Figure 2: Data immunohistochemical analysis of IL-1p (A) and TNF-a (B) between the stem
cells group and their control showed that there is no statistical difference in the inflammatory

process at the site of injury.
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Figure 3. Digitized images of immunohistochemistry of the SCI, showing the expression of
the cytokine IL-1pB (arrows indicating brown spots on the tissue). There was no difference

between the groups of IL-1p. expression. Magnification X 400.
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Figure 4. Digitized images of immunohistochemistry of the SCI, showing the expression of
the cytokine TNF-a (arrows indicating brown spots on the tissue). There was no difference

between the groups of expression of TNF-a. Magnification X 400.
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Figure 5. Agarose gel electrophoresis, the PCR products of a specific sequence of the Y
chromosome in rats. M: molecular weight marker (100 bp); R1e R2: rats with 3 transplants

(negative); R3 and R4 rats with 5 transplants (negative); mix: control reaction (without DNA).



