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RESUMO

O Trauma-raquimedular (TRM) é uma patologia que afeta drasticamente a qualidade
de vida dos pacientes acometidos, possui uma 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 neurolégico
ocasionado pelo trauma. Em fungado disso, € necessario investigar novas terapias
que busquem solugdes mais efetivas para esses casos. Os estudos com células-
tronco de medula éssea (CTMO) tém demonstrado resultados animadores, mas
ainda nao definitivos para aplicacao clinica; assim, a ampliagdo dos estudos pré-
clinicos é indispensavel. Para que uma pesquisa se concretize é preciso estabelecer
de um modelo de lesédo in vivo, desta forma nosso primeiro passo foi este, em
seguida, buscamos, nao somente, comparar o transplante de células
mononucleadas da medula éssea (CMMQO) com controle de veiculo, como também,
analisar o uso de duas vias de administracdo celular diferentes com janelas de
tempo de transplante também distintas. A identificacdo da melhor via de
administracdo para células-tronco e o tempo em que estas devem ser aplicadas
também é fundamental para a pratica clinica. Nossos grupos experimentais de
estudo estdo divididos entre vias de administracédo diferentes (intraparenquimatosa e
subaracnéidea), com tempos de transplante de 48hs para via intraparenquimatosa
ou direta, e 48hs e 9 dias para subaracnoidea ou puncédo lombar, bem como,
dividem-se em tratados com CMMO, e seu controle de veiculo (solucao salina). Os
animais foram avaliados quanto a fungdo motora, através da escala de BBB, quanto
a presenca de CMMO na lesdo, por meio de PCR, e quanto ao tamanho de lesao,
através de técnica histoldgica. Nossos resultados demonstraram uma melhora da
funcdo motora no grupo tratado com 2 transplantes de CMMO pela via
subaracnbéidea e que estas células podem migrar para a lesdo quando
transplantadas por esta mesma via. A analise histolégica revelou que o tamanho de
lesdo no grupo tratado com CMMO pela via direta era significativamente maior do
que no grupo tratado com CMMO por puncéo lombar.

Palavras-chave: Modelo experimental de TRM, Células Mononucleadas da Medula

Ossea, via de administragdo, Intraparenquimatosa, subaracnéidea.



ABSTRACT

Spinal cord injuries (SCI) cause devastating consequences for patients, and a high
cost to society. Many attempts have been made to find a cure for SCI. Stem cell
research has shown encouraging results, but defining the best method and time of
administration remains a challenge in the clinical setting. We compared single bone
marrow mononuclear cells (BMMCs) transplant by direct injection (DI) versus lumbar
puncture (LP). We aimed to determine whether multiple transplants by LP may be
equally or more effective than one transplant by DI. To this end, we evaluated the
presence of cells after transplantation in the injured site, motor function for 3 weeks
on the Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) Scale, and the size of the lesion on
histology. We found that BMMCs transplanted by LP was present in the injured site,
and that two transplants by this route were more effective to promote motor

improvement and significant lesion size reduction than the DI.

Keywords: Experimental SCI model, Bone Marrow Mononuclear Cells, Routes of

administration, intraparenchymal, subarachnoid.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1TRAUMA RAQUIMEDULAR

1.1.1 Epidemiologia

O Trauma Raquimedular (TRM) é consequéncia de uma forca fisica que
supera a capacidade de protecdo e sustentagdo da coluna vertebral e ocasiona uma
compressdo da medula espinhal, causando uma lesdo que pode gerar
comprometimento neurolégico permanente. Esta patologia possui alta incidéncia,
nos Estados Unidos, um dos paises com maior incidéncia de TRM, pessoas
acometidas somam entre 28 a 55 milhdes na populacido (Mcdonald e Sadowsky,
2002). Mundialmente, costumava-se falar entre 15 a 40 casos por milhdo (Sekhon e
Fehlings, 2001), entretanto, apds extensa e recente revisdo da literatura, Wyndaele,
M. e Wyndaele, J. (Wyndaele e Wyndaele, 2006) verificaram que a incidéncia
mundial era superior ao previamente publicado, ficando entre 10.4 e 83 casos por
milhdo de habitantes. Estes mesmos autores relatam que a prevaléncia do TRM
varia entre 223 a 755 por milhdo de habitantes ao redor do mundo. No Brasil,
ocorrem cerca de 40 casos novos anuais por milhdo de habitantes, perfazendo um
total de 6 a 8 mil casos por ano (Da Paz, Beraldo et al., 1992).

As causas do TRM sdo 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
proporcéo de quatro homens para cada mulher (Jackson, Dijkers et al., 2004).
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O TRM resulta em elevado custo para o governo e a sociedade, por ser de
elevada incidéncia e normalmente afetar pessoas em idade ativa, determinando,
muitas vezes, uma morbidade elevada. O custo total do tratamento de cada
individuo esta estimado entre 500.000 a 2 milhdes de ddlares, dependendo de
fatores como a extensao e localizacdo da lesédo, pois uma lesdo mais grave esta
diretamente correlacionada com maior disfuncdo e altos custos. Nos Estados
Unidos, o gasto total com os pacientes de TRM excede $7 bilhées por ano (Devivo,
1997) No Brasil, a despesa anual com esses pacientes € de, aproximadamente,
trezentos milhdes de reais (Leal-Filho, Borges et al., 2008).

1.1.2 Quadro clinico

O nivel da lesdao neurolégica é definido como o segmento mais caudal da
medula espinhal com fungdo normal, sensitiva e motora, de ambos os lados.
Quando é utilizado o termo nivel sensitivo, este se refere ao nivel mais caudal da
medula espinhal que apresenta sensibilidade normal, podendo, do mesmo modo, ser
conceituado o nivel motor. O nivel raquiano da lesao é definido através de exames

radiologicos.

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

O choque medular é um sintoma neurolégico transitério que ocorre abaixo do
nivel de impacto e pode reverter-se em minutos ou horas ap6s uma lesédo brusca,
completa ou incompleta. Suas caracteristicas sdo a paralisia completa imediata e
anestesia com hipotonia e arreflexia. As respostas plantares podem estar ausentes
ou serem extensoras ou inconclusivas. O estado hipotbnico arrefléxico é
gradativamente substituido por sinais piramidais, geralmente no intervalo de 3 ou 4
semanas. A evolucao do estado arrefléxico para o hiperrefléxico pode ser adiada por
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uma infecgdo urindria, pela infeccdo de escaras de decubito, por anemia ou

desnutricao.

A causa direta do choque neurogénico é a disfuncdo das vias eferentes do
sistema nervoso simpatico medular com consequente vasodilatacdo dos vasos
viscerais e das extremidades, somado a perda do tbnus simpatico cardiaco
(Alexander, 2007). O choque neurogénico se difere do hipovolémico, pois, no
primeiro, observa-se uma bradicardia e pulso arterial periférico cheio, do contrario,

no segundo, existe uma taquicardia e pulso periférico filiforme.

O termo tetraplegia refere-se a perda da fungdo motora nos membros
superiores e inferiores devido a uma lesdo da medula no seu segmento cervical.
Nao sendo incluidas nessa categoria as lesdes do plexo braquial e seus ramos
terminais A paraplegia refere-se a perda da funcdo motora nos membros inferiores
secundaria a lesdo do segmento toracico, lombar ou sacral da medula espinhal. Nao
sendo incluidas as lesdes do plexo lombossacro e seus ramos terminais (Ditunno e
Formal, 1994). A disfuncdo auton6mica das visceras, em especial da bexiga e
intestino, esta associada em ambos os casos, seja de tetraplegia ou paraplegia.

A definicdo da lesdo medular de completa ou incompleta se refere a
funcionalidade, motora e sensitiva, da medula espinhal e ndo a perda da
continuidade anatémica. A separacdo fisica dos tratos da medula espinhal
usualmente ndo é observada, o que nao impede que o paciente esteja em lesao
medular completa. A degeneracao local dos axénios e sua perda de continuidade é
um processo gradual, que tem inicio apds alguns dias do traumatismo, sendo
consequéncia de uma série de eventos patoldgicos relacionados a lesdo da

membrana celular e suas proteinas.

1.1.3 Fisiopatologia

A lesdo da medula espinhal (LME) pode ser classificada, de acordo com o

momento da lesdo, em primaria e secundaria. A lesdo primaria decorre do trauma
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mecanico inicial, o qual é seguido por uma série de eventos celulares e moleculares
secundarios (lesdo secundaria), que resultam na progressiva degeneracao do tecido
medular (Eftekharpour, Karimi-Abdolrezaee et al., 2008).

A natureza do TRM envolve, na maioria dos casos, um trauma por contusao.
Nas lesdes contusivas da medula espinhal, os osteoligamentos (juncdes dsseas e
ligamentos) da coluna espinhal sofrem uma variedade de forcas que podem incluir
flexao, extenséao, forca axial, rotacao e distracdo. Essas forcas transmitem o primeiro
insulto mecanico a medula espinhal (Zwimpfer e Bernstein, 1990). Assim, na lesdo
primaria, a compressao direta dos elementos neurais pelos fragmentos 6sseos
fraturados e deslocados, bem como pelas lesbes do disco cartilaginoso e dos
ligamentos, acarretam lesdes tanto no sistema nervoso central (SNC) quanto no
periférico, portanto, vasos sanguineos, axénios e membranas celulares sao

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

Este insulto inicial desencadeia uma série de eventos secundarios, chamada
de cascata de lesdo secundaria, 0os quais consistem em: rompimento vascular e
isquemia, excitotoxicidade glutamatérgica, estresse celular oxidativo e inflamacao,
sendo que todos esses culminam com apoptose celular (Eftekharpour, Karimi-
Abdolrezaee et al., 2008).

O rompimento mecanico dos microvasos forma petéquias hemorragicas e
trombose intravascular, as quais, em combinacdo com o0 vasoespasmo € o edema
local, ocasionam uma hipoperfusdo severa e isquemia. Como este fendbmeno é
primariamente microvascular, a substancia cinzenta € a primeira a ser acometida,
podendo estender-se para a substancia branca nas 4 a 8 horas seguintes, como
consequéncia de uma reducao geral do fluxo sanguineo no local da lesdo (Tator e
Koyanagi, 1997). Esta hipoperfusdo diminui ou bloqueia a propagacao dos
potenciais de acdo ao longo dos axénios, contribuindo para o choque espinhal
(Mcdonald e Sadowsky, 2002).

A isquemia secundaria também ocorre pela compressao do tecido medular no
estojo 6sseo, seja pelo edema global da medula ou sua compressao por fragmento
vertebral. Independentemente da causa, a compressao sobre o tecido excede a
pressao venosa, a auto-regulacao do fluxo sanguineo cessa, o choque neurogénico

se desenvolve e a hipotensdo sistémica exacerba a isquemia. Esta isquemia
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realizada a partir de toxinas originadas da ruptura de membranas celulares neurais e
os deslocamentos eletroliticos desencadeiam a cascata de lesdo secundaria
(Mcdonald e Sadowsky, 2002).

As células gliais e os vasos sanguineos danificados secretam radicais livres,
0S quais consistem em moléculas que possuem elétrons nao-pareados, que Sao
altamente reativos a lipideos, proteinas e DNA. Os radicais livres causam
progressiva oxidacdo dos acidos graxos contidos na membrana celular, o que é
chamado de peroxidacao lipidica. O estresse oxidativo também pode desabilitar uma
cadeia de enzimas mitocondriais, alterar o DNA e proteinas associadas ao DNA e
inibidoras sodio-potassio ATPase. A soma desses fatores induz a subsequente
necrose e apoptose de células que nao haviam sido inicialmente lesionadas (Kwon,
Tetzlaff et al., 2004).

Em resposta a isquemia e a despolarizacdo da membrana celular, observa-se
o aumento na producdo de glutamato a niveis altamente téxicos, chamado de
excitotoxicidade. A excitotoxicidade glutamatérgica provoca uma superativagcdo do
receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), o qual secreta altas quantidades do ion calcio.
Elevadas concentragdes de célcio no citosol e na mitocondria acarretam multiplos
processos calcio-dependentes que podem interromper o metabolismo celular (Choi,
1992).

A excitotoxicidade acarreta disfuncdo, ndo somente dos neurbnios, como
também das células de sustentagado, tais como os oligodendrocitos, as células
mielinicas e as gliais. A hiperexcitacao de NMDA, juntamente com outros receptores
de glutamato chamados AMPA (a-amino-3hidroxi-5metil-4isoxazol &cido propidnico)
e kainato, ocasionam uma despolarizacdo na membrana celular que culmina no
acumulo téxico de ion sédio dentro das células mielinicas, gliais e oligodendrdcitos
(Rosenberg, Teng et al., 1999). Isso pode explicar porque axbénios intactos se
tornam desmielinizados e incapazes de conduzir impulsos apés o trauma de medula
espinhal (Mcdonald e Sadowsky, 2002).

A inflamacéao 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, macrofagos e células T, bem como,

componentes moleculares do tipo citosinas e prostaglandinas. Apds a LME, a regiao
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lesada ¢€ 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 inflamatérias (Popovich, Wei et al., 1997).

Quando a microglia local é ativada, os mondcitos/macréfagos sao recrutados
para fagocitar o tecido lesado. Estas e outras células reativas produzem citosinas,
como o fator de necrose tumoral (TNF-a), 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 inflamacéo néao
somente com um efeito neurotéxico, mas também, como fonte de propriedades
neuroprotetoras. O principal agente bioquimico dessa discussao € o TNF-a que,
pode tanto induzir a expressdao de ciclogenase-2 (COX-2), o qual potencializa os
efeitos deletérios da inflamagéo (Resnick, Graham et al., 1998), quanto induzir a
expressao de outras citosinas, como a interleucina-10 (IL-10), que é considerada
como tendo acgao antinflamatéria, e pode induzir, inclusive, genes antiapoptéticos
(Brewer, Bethea et al., 1999). Esses conceitos tém reforcado a hipétese de que a
fase inflamatéria inicial € naturalmente danosa ao tecido nervoso, enquanto que a
fase tardia da inflamagao possui eventos que parecem ser protetores (Kwon, Tetzlaff
et al., 2004).

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 fisiopatolégicos sao distintos. Na necrose, o
insulto externo a célula altera os mecanismos homeostaticos, causando um dano na
membrana e nas organelas celulares, perda da producédo de ATP, edema e eventual
rompimento celular. Em contrapartida, na apoptose existe uma participacao ativa da
célula, com ativagcdo de enzimas chamadas caspases. Estas enzimas afetam
proteinas de nucleos 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 é 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 secundaria,
podendo ser observada dias ou semanas apds o trauma inicial e em regides

distantes do local de lesao. Isso ocorre em virtude de que uma onda de apoptoses
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pode varrer, através dos oligodendrécitos, a regiao medular lesada, afetando seus
segmentos (Beattie, Farooqui et al., 2000).

1.1.4 Tratamento

As opgOes atuais de tratamento para a lesdo da medula espinhal (LME)
incluem condutas que visam conter a progressao da lesdao e promover a
manutencdo das estruturas ndo danificadas. Dentre estas, destacam-se o0 uso de
altas doses de succinato sodico de metilprednisolona, intervengdes cirlrgicas para
estabilizar e descomprimir a medula espinhal, 0 manejo intensivo da hipotenséo
arterial e da temperatura corporal e os cuidados de reabilitacdo. Entretanto, apesar
de todo o esforco, essas terapias fornecem apenas beneficios modestos para os
pacientes de TRM (Baptiste e Fehlings, 2007).

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 lesdo secundéaria . Porém até
hoje, sua real eficacia ainda nado foi comprovada (Bracken, Shepard et al., 1990;
Bracken, Shepard et al., 1997; Bracken, Shepard et al., 1998).

Estudos pré-clinicos tem se focado em outras técnicas de tratamento, como a
intervencdo cirurgica da LME aguda, tentando avaliar a funcdo e tempo de
descompressao medular, ou em técnicas de neuroprotecdo, como 0 uso da
tetraciclina semi-sintética de segunda geracao derivada da minociclina, que poderia
auxiliar na conducao axonal com os blogueadores dos canais de potassio (Baptiste e
Fehlings, 2007).

Em nenhum dos tratamentos acima citados ha uma abordagem
neuroregenerativa, que propicie uma substituicdo para as células neurais lesadas.
Com isso, ainda ha uma necessidade critica para identificar novas terapias que
busquem tratar ou reparar a medula espinal disfuncional, na esperanga de reverter o
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dano do tecido nervoso. Estudos recentes tem apontado o transplante de células
indiferenciadas e inespecializadas, ou seja, células-tronco, como uma nova opgao
para regeneracao tecidual. Contudo, por ser esta uma opcao de tratamento ainda
nao consolidada ha necessidade do estabelecimento de um modelo experimental in

vivo para seu estudo.

1.2. MODELOS EXPERIMENTAIS DE LESAO MEDULAR ESPINHAL

O modelo de lesdao medular ideal deve procurar aproximar-se da realidade
observada em clinica. A partir de estudos de imagem e histologia pesquisadores
observaram que os traumas de medula espinhal humanos, geralmente,
classificavam-se em natureza contusiva, envolvendo a formacdo de cavidade,

compressao e laceracao do tecido medular (Bunge, Puckett et al., 1997).

Varias espécies de animais podem ser utilizadas para investigacao cientifica.
Os ratos tém sido escolhidos para o estudo da lesdo traumatica da medula espinhal,
ndao somente pela sua facil disponibilidade, como também por apresentar
caracteristicas morfologicas, bioquimicas e funcionais similares as humanas (Metz,
Curt et al., 2000). As ratas fémeas sao indicadas para esse modelo por serem mais
facilmente trabalhadas quanto a funcao urinaria, a qual fica comprometida pela lesédo
(Onifer, Rabchevsky et al., 2007).

A primeira experimentacdo animal para LME traumatica foi descrita por Allen
em 1911, através do modelo de peso em queda livre (weight-drop) em caes
(Dohrmann e Panjabi, 1976). Mais tarde esta mesma técnica foi adaptada para ratos
por Wrathall e colaboradores (Wrathall, Pettegrew et al, 1985). Atualmente, foi
desenvolvido um sofisticado aparelho para realizar este tipo de lesdo pela
Universidade de Nova lorque (NYU Mascis Impactor) (Onifer, Rabchevsky et al.,
2007), o qual é mundialmente utilizado, porém possui elevado custo.

Uma excelente alternativa € o modelo de compresséo por clipe de aneurisma.

Este modelo foi desenvolvido primariamente por pesquisadores que consideravam o
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modelo de queda de peso (weight-drop), desenvolvido por Allen, muito agressivo
para ratos. Para solucionar este problema e aproximar-se do modelo de compressao
ventral, normalmente observado na condigcdo clinica humana, os pesquisadores
pensaram em uma compressao sustentada gerada por um clipe de aneurisma (Rivlin
e Tator, 1978). Este clipe possui uma forca pré-determinada, sendo o tempo de
compressao variavel, de acordo com a forca de fechamento do clipe. O modelo de
lesdo por compressao de clipe resulta em déficit funcional que se correlaciona com
as seqlelas neuroldgicas observadas na pratica diaria, pode ser reproduzido com
relativa facilidade e possui baixo custo (Von Euler, Seiger et al., 1997).

1.3. CELULAS-TRONCO

Durante a embriogénese, um Uunico ovocito fertilizado da origem a um
organismo multicelular, cujas células adotam formas e caracteristicas diferentes para
possibilitar as funcdes especializadas de cada érgdo do corpo. Até o crescimento
completo do tecido as células continuam proliferando e diferenciando-se em alta
escala. Quando o 6rgao esta formado, alguns tecidos ainda mantem um processo
chamado de homeostase, onde células perdidas, seja naturalmente ou por lesao,
sao repostas por novas células, exemplos disto, sdo o figado, a pele e o sistema
hematopoiético. Esta incrivel capacidade de um embrido dar origem a tecidos
maduros e certos tecidos se auto-renovarem durante a vida é resultado direto das
células-tronco (CT) (Fuchs e Segre, 2000).

As células-tronco sao unidades imaturas e nao especializadas naturais do
desenvolvimento embrionario com capacidade de dividir-se, e dar origem a outra
célula-tronco, por periodo indefinido; bem como, de diferenciarem-se em células
especializadas, dadas as condicbes adequadas. Portanto, uma célula-tronco possui
potencial para gerar células maduras com formas e funcdes especificas como as
cardiacas, epidérmicas ou nervosas (Morrison, Shah et al., 1997)
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As células tronco podem ser classificadas em embriondrias e somaticas ou
“adultas”. As células-tronco embriondrias sdo consideradas totipotentes, porque
derivam do blastocisto e, por isso, tém a capacidade de originar células derivadas
das trés camadas germinativas: mesoderma, endoderma e ectoderma. Ja as células-
tronco adultas ou somaticas sdo células indiferenciadas que, no entanto, se
encontram em tecidos diferenciados (especializados). Essas células séao
responsaveis pelo reabastecimento tecidual ao longo da vida e estdo presentes na
maioria dos tecidos, tais como, o sangue, a pele, o figado, o coracdo e o cérebro
(Kaji e Leiden, 2001). Tipicamente, as células-tronco geram tipos celulares
intermediarios antes de se diferenciar completamente. A célula intermediaria é
chamada célula precursora ou célula progenitora. As células precursoras nos tecidos
adultos ou fetal sao células parcialmente diferenciadas que se dividem e dao origem
a células diferenciadas (Morrison et al., 1997).

A linhagem embrionaria das células-tronco ainda representa uma séria
discussdo em torno de seus dilemas éticos. Além disso, essas células também
possuem limitacbes por necessitarem de indugdo neuronal primaria ao seu
transplante, em fungao do risco de desenvolvimento de células tumorgénicas. Soma-
se a esses fatores, o risco de serem rejeitadas pelo organismo (Stewart, Christie et
al., 2003).

Em contrapartida, as células-tronco adultas autélogas, como as da medula
0ssea, possuem vantagens legislativas em relacdo as embrionarias ou fetais, pois
podem ser coletadas do préprio paciente, rejeitando o uso de embrides e abolindo a
possibilidade de rejeicdo pelo paciente. Adicionalmente, sdo facilmente trabalhadas
em laboratério, podendo ser expandidas in vitro rapidamente. Além disso, ndo ha
discussao quanto a riscos para sua utilizacdo na clinica diéria, afinal, seu uso ja data

de varias décadas em doengas como a Leucemia (Boido, Rupa et al., 2009).

As células-tronco “adultas” sdo melhor denominadas como somaticas por
encontrarem-se na intimidade dos tecidos do corpo ou soma. Acreditava-se que
estas células se diferenciariam apenas de forma unidirecional, estando, assim,
comprometidas com a determinada linhagem celular de seu tecido residente, e por
isto ndo seriam pluripotentes, a exemplo das embrionarias (De Paula, Greggio et
al. 2010).
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Esta teoria tem mudado a partir das recentes evidéncias, as quais revelam
que as células-tronco adultas tém uma plasticidade superior ao que se imaginava.
Estudos demonstram que células-tronco como as da medula 6ssea, além de dar
origens a células progenitoras sanguineas derivadas das CTs hematopoéticas,
também podem transdiferenciar-se em células de diferentes tecidos, ou seja, células
nao-hematopoiéticas, como as de ossos (Rickard, Sullivan et al., 1994), cartilagens
(Ashton, Allen et al., 1980), musculos, figado (Alison, Poulsom et al., 2000), coragéao
(Thiele, Varus et al., 2004), pulmdes (Suratt, Cool et al., 2003) e outros.

A existéncia da plasticidade cerebral € uma das descobertas mais importantes
da ciéncia moderna. O cérebro ndo era tradicionalmente considerado um sistema de
células-tronco, em funcao do dogma de que quanto sofria lesdo ndo se regenerava.
Essa afirmacédo caiu por terra com o resultado do estudo de Altman (Altman, 1969)
em 1969, provando que algumas regides do cérebro adulto, como a zona
subventricular do ventriculo lateral e a zona subgranular no hipocampo,

apresentavam neu rogénese.

Este achado importantissimo foi o estimulo necessario para o
desenvolvimento de inUmeras pesquisas para o estudo da acao das células-tronco
no SNC. Exemplos disto, sdo os estudos de Bjornson e colaboradores (Bjornson,
Rietze et al., 1999), demonstrando que células isoladas a partir do encéfalo de
camundongos transgénicos se diferenciaram em células hematopoiéticas; bem
como, os achados de Mezey e colaboradores (Mezey, Chandross et al., 2000), os
quais comprovaram que células da medula éssea diferenciaram-se em células que

expressaram marcadores neuronais.

Além de expressar marcadores, estudos demonstram melhora da funcao
motora apés transplante de células-tronco de medula 6ssea (CTMO) em modelos
animais de doencas do SNC. Alguns estudos evidenciaram este achado através do
uso da eletrofisiologia (Jiang, Henderson et al., 2003). Dentre os modelos animais
em que foram utilizadas as CTMO, destacam-se os de doencgas como: Parkinson (Li,
Chen et al., 2001), Huntington (Lescaudron, Unni et al., 2003), isquemia cerebral

(Chen, Li et al., 2001) e sindrome hipdxico-isquémica (De Paula, Vitola et al., 2009).
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1.3.1 Células tronco nas Lesdes de Medula Espinhal

Uma das patologias neurolégicas amplamente exploradas no ambito da
regeneracao a partir de células-tronco é o trauma raquimedular, o qual ja foi
estudado em variados modelos de lesdao medular experimental. Chopp e
colaboradores (Chopp, Zhang et al., 2000), por exemplo, demonstraram que o
transplante intraparenquimatoso de CTMO no modelo traumatico de LME, resulta
em melhora na marcha de ratos, submetidos a lesdo, e ainda, que estas células
migraram para a regido dorsal e ventral da lesédo e se diferenciaram em neurénios e
olligodendrécitos. Achados similares foram relatados por Hofstetter e colaboradores
(Hofstetter, Schwarz et al., 2002).

Outro estudo mostrou que as CTMO em co-cultura com células-tronco
neurais, obtidas da medula espinhal de ratos, propiciavam a diferenciacdo dessas
células-tronco neurais em neurbnios e células gliais in vitro. O estudo in vivo
demonstrou que o transplante, logo apés o trauma, das CTMOs reduziu a formacao
de cavidade lesional, bem como, melhorou a fungdo motora (Wu, Suzuki et al.,
2003).

Ohta e colaboradores (Ohta, Suzuki et al., 2004), observaram uma melhora
da funcdo motora dos ratos e uma integracdo local das CTMOs transplantadas,
independente do intervalo de tempo administrado, 4 a 35 dias, apds a lesdo. Porém,
nao foi observado uma diferenciacdo das células, o que levou os autores a
concluirem que, a melhora funcional e histolégica, ndo seriam resultado da
reposicao celular, mas sim da secrecdo de fatores tréficos que induzem a
proliferacdo e o crescimento de células-tronco enddgenas. Essa mesma linha de
pensamento também foi reforcada por varios outros estudos, nos quais se
observava melhora na marcha dos animais ap6s o transplante de CTMO na LME,
mesmo sem deteccdo de diferenciacdo dessas células. Um exemplo disso foi o
estudo de Koda e col. um ano mais tarde (Koda, Okada et al., 2005). Assim, essa
vertente sugere que as CTMO quando transplantadas em uma lesdo criam uma
ambiente mais favoravel, limitando o dano e promovendo regeneragdo via:
imunossupressao (Aggarwal e Pittenger, 2005; Noel, Djouad et al., 2007), expressao
de fatores tréficos e citocinas (Song, Kamath et al., 2004), reorganizacao vascular,
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promocgdo de substratos de crescimento e supressdao da formacado de cavidade
lesional (Hofstetter, Schwarz et al., 2002).

Conforme exposto conclusdes definitivas sobre a capacidade de regeneracéo
das CTMO na medula espinhal lesada ainda nao sao possiveis. Os resultados, até o
momento, ora sdo animadores, ora controversos. Sendo assim, SA0 necessarios
mais estudos pré-clinicos, a fim de que se possa assegurar a eficacia e a viabilidade
desta terapia (Coutts e Keirstead, 2008).

Além disso, muitas variaveis ainda precisam ser esclarecidas, como o tipo de
células-tronco que proporcionam melhor eficacia, o numero de células a ser
aplicado, a melhor via de administracao (Schultz, 2005; Willerth e Sakiyama-Elbert,
2008) e o intervalo de uso mais apropriado para sua administragcdo (Rowland,
Hawryluk et al., 2008).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Comparar a aplicagdo de células mononucleares de medula éssea

utilizando duas vias de administracdo, a intraparenquimatosa e a subaracnéidea,

com janelas terapéuticas distintas, no modelo experimental de lesdo de medula

espinhal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a efetividade de um modelo experimental de lesdo da medula
espinhal para estudo de potencial terapéutico de células-tronco de medula
Ossea, utilizando duas vias de administracdo, a intraparenquimatosa e a

subaracndidea, com diferentes tempos de administracao;

Verificar apds o transplante a presenga de células mononucleares da medula

0ssea na regiao medular lesada;

Avaliar a fungcao motora entre os animais sham e aqueles submetidos a LME,
entre os diferentes grupos tratados e seus controles e, finalmente, entre os
tratados por vias de administracao e janelas terapéuticas distintas;

Avaliar histologicamente a extensdo da lesdo medular entre os diferentes

grupos estudados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Durante este estudo foram utilizadas 70 ratas fémeas da raca Wistar, com 60
dias de idade e peso de aproximadamente 250 g para a realizacao da lesao medular
e o tratamento com CMMO. Para a doacdo de CMMO foram utilizados 15 ratos
machos, 0s quais possuiam origem e caracteristicas semelhantes aos das ratas.
Todos os 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 iluminagcdo e temperatura controladas (ciclo claro-escuro 12 h;
temperatura em torno de 24° C), e receberam racao 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 apds os protocolos terem sido submetidos para avaliagdo e aprovacao pelo
Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS (CEUA 09/00109). Todos os
procedimentos foram realizados tomando-se 0s cuidados necessarios para reduzir

ao maximo o numero de animais empregados e seu sofrimento.
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3.2 MODELO EXPERIMENTAL DE LESAO

Apbs ampla revisao de literatura e alguns experimentos praticos foi escolhido o
modelo de lesdo medular por compressdao com clipe de aneurisma. Este modelo foi
escolhido em funcado da semelhanca de seu mecanismo de lesdo com a realidade

dos traumas clinicos e também por ser de facil reproducgéao (Rivlin e Tator, 1978).

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

aquoso.

Para inferir o local de incisdo foi realizada a palpacao da ultima costela do
animal, seguida de uma incisdo de 3 cm na regidao 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 ap6s 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 magnificacao, a partir de entao,
0 saco dural pdde ser identificado. Nesse momento a lesdo medular era feita através
da colocacao 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 cuténeo, através de suturas simples com o fio
mononylon 3-0. Nova assepsia era feita no local da incisdo apds seu fechamento
(Figura 1).



27

Figura 1 - Procedimento cirargico do modelo de lesdo. A, exposigao da medula espinhal, B,
colocagao das hastes abertas do clipe, C, fechamento das hastes e compressao da medula
espinhal, D, sutura do primeiro plano, musculatura paravertebral.

Durante todo o procedimento e apds a recuperacao completa da anestesia, os
animais foram mantidos aquecidos por lampadas. No término da cirurgia, eram
administradas: ceftriaxona na dose 100 mg/kg por via intraperitoneal, analgesia
subcutanea com tramadol na dose de 1,5 mg/kg e hidratagao subcutdnea com 10 mi
de soro fisiolégico 0,9%. A manobra de Credé era realizada ao final do procedimento
para esvaziamento vesical. Os animais eram devolvidos ao vivario ap6s sua
recuperacao 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 complicacbes poés-operatérias, foram adotados cuidados basicos
fundamentais, tais como: manobra de Crede 2 vezes ao dia; inspecao 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 distensé@o vesical. As ratas eram
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pesadas uma vez por semana e a ragao 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
clavulinato, na dose de 2 mg/100 g, por via intraperitoneal em intervalos de 12/12 h
até que a infeccao fosse controlada (Liu, An et al., 2004; Santos-Benito, Munoz-
Quiles et al., 2006).

3.3 OBTENGCAO DAS CELULAS MONONUCLEARES DA MEDULA OSSEA

Para a obtencdo das células mononucleares da medula éssea (CMMO),
foram utilizados ratos machos como doadores, afim de que fosse possivel identificar
o cromossoma Y como marcador, apds o transplante. Primeiramente, os animais
foram anestesiados com xilazina e quetamina. Apds 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 éssea
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 CITOMETRIA DE FLUXO

Para avaliacdo dos antigenos de superficie, amostras de trés extragdes da
fracdo mononuclear da medula éssea dos ratos Wistar foram utilizadas para compor
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um pool celular. As células foram incubadas por 30 minutos a 4°C com anticorpo
especifico conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC). Os anticorpos
utilizados foram anti CD3, CD45, CD49 e CD90 (Becton Dickinson, San Diego, CA,
USA). As amostras foram lavadas com DBPS para remocdo do excesso de
anticorpos e fixadas com paraformaldeido a 3,6%. A detec¢édo das células marcadas
com FITC foi realizada através do citbmetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson,
San Diego, CA, USA) equipado com laser argdnio de 488 nm, utilizando o software
CellQuest. Para cada avaliacao foram coletados 50.000 eventos.

3.5 PREPARACAO DAS CELULAS PARA TRANSPLANTE

Foram definidas aliquotas de células mononucleares para infusdao no espaco
subaracnoéideo ou diretamente dentro do parénquima, diferenciando-se no volume
de infusdo e no numero de células. A aliquota para infusdo no espaco
subaracnéideo teve um volume de 40 pL contendo 10° células mononucleares, as
quais foram administradas por puncdo lombar. A aliquota para infusao
intraparenquimatosa, teve um volume de 30 uL contendo 150 mil células
mononucleares, sendo transplantadas no local da lesdo com agulha fina (Paul,
Samdani et al., 2009). A diferenca entre os volumes injetados se justifica, em funcao

da distancia do trafego celular no organismo do animal.

3.6 VIAS DE ENTREGA DAS CELULAS MONONUCLEARES

As células foram administradas através das vias subaracndidea e
intraparenquimatosa, para determinar em qual delas as CMMO chegariam a regiao
lesada, diminuiriam o volume de lesao e propiciariam melhor recuperagao funcional.

Para o transplante das células mononucleares, os animais foram novamente
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anestesiados com xilasina a 2% e quetamina a 10% e receberam cuidados, como

aquecimento e analgesia subcutdnea com tramadol.

A infusdo das células no espaco subaracndideo foi feita por puncéo lombar
(PL). A técnica utilizada foi a palpacdo dos espacos interespinhais lombares,
identificacdo dos processos espinhosos de L6 e S2 e introdug¢ao de uma agulha 27¢g
no espaco subaracnoideo entre estes niveis. Durante o procedimento era realizada
uma flexdo do corpo do animal, para faciltar o acesso ao canal vertebral. A
confirmacgdo do seu posicionamento no espaco subaracndéideo foi determinada pela
contratura da cauda no momento da introducédo 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.

A administracdo das CMMO no local da lesdo, pela via intraparenquimatosa,
foi efetuada ap6s a reabertura dos planos musculares paravertebrais, visualizacdo
sob magnificacdo da medula espinhal e infusdo das células com agulha de 33 g;
sendo que as células foram infundidas diretamente na local da lesdo. O tempo de
infusdo foi de 40 segundos. Apés a infusdo, procedeu-se o seu fechamento, com

nova sutura da musculatura e pele.

3.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo foi realizado inicialmente com 30 ratas, divididas em 5 grupos de 6
animais. O grupo sham, tinha o objetivo de proporcionar um controle para validar o
procedimento cirurgico. As ratas dos 4 grupos restantes foram submetidas a lesao
medular. No primeiro grupo (G1), as células mononucleares foram transplantadas no
parénquima medular 48 h apds a lesdo medular. O segundo grupo foi o controle
deste primeiro (G2c), no qual os procedimentos foram os mesmos, exceto pelo fato
de que, foi transplantado solucéo salina (SS). No terceiro grupo (G3), as células
transplantadas foram administradas no espaco subaracnéideo no intervalo de 48 h e
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9 dias apos a lesdo medular. O quarto grupo foi o controle do terceiro (G4c), no qual
foi infundido, no espaco subaracnoideo, duas aplicacdes de SS, também depois de

transcorridas 48 h e 9 dias apés a lesao.

Foi feita uma unica administracdo de CMMO pela via direta (VD), pois,
segundo a literatura, esta € a via mais efetiva para entrega das células
transplantadas, entretanto, a via subaracndidea € clinicamente mais viavel (Paul,
Samdani et al., 2009).

O dano a medula espinhal normalmente ocorre durante as primeiras horas
apds 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 Muller, 1998; Mcdonald e Sadowsky, 2002). No intuito de conter estes
eventos prejudiciais, o primeiro transplante de células foi realizado 48hs apds leséo.
Antes desse periodo ndo seria possivel, sob o ponto de vista clinico, visto que é

necessario tempo para coletar e preparar as CMMO.

A funcao motora dos animais foi avaliada semanalmente durante o periodo de
21 dias apbés 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
histol6gico do local da leséo.

48h 7 dias 9 dias 14 dias 21 dias

—

TRM cvMmo Bee SMMO g ggp

*
SS SS AH

Figura 2 — Delineamento experimental 1. TRM: Trauma Raquimedular, CMMO: Ceélulas
Mononucleares da Medula Ossea, SS: Solugédo Salina, BBB: Escala de avaliagéo funcional
BBB, AH: perfusdo para Avaliagdo Histologica.

* 9 dias apoOs a lesdo serdo transplantadas novamente CMMO e SS nos grupos de via
subaracnoéidea por pungao lombar.
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Inicialmente, todas as ratas que possuiam sequelas motoras apds a cirurgia
foram incluidas no estudo. Apenas os animais que se encontravam em mal estado
geral foram excluidos. Entretanto, uma vez analisados os dados da avaliagao
funcional, percebemos que os animais apresentavam uma disfungdo motora variada.
Devido a isto se resolveu excluir os animais com comprometimento motor moderado
ou leve, permanecendo no estudo apenas os graves. Para isto, foi necessario,
repetir o delineamento com 13 ratas acrescentando uma avaliacdo 24 h apés
cirurgia, para excluir (antes de qualquer transplante) os animais com escores acima
de 3 na escala BBB, a qual serd descrita a seguir. O delineamento final esta

expresso na figura 3.

24h 48h 7 dias 9 dias 14 dias 21 dias

—

TRM BBB CMMO  BBB cmn:o BBB  BBB
ss
AH

SS

Figura 3 — Delineamento experimental 2. TRM: Trauma Raquimedular, CMMO: Células-
tronco de Medula Ossea, SS: Solugéo Salina, BBB: Escala de avaliagédo funcional BBB, AH:
perfusdo para Avaliagdo Histoldgica. Linha azul representativa da avaliagdo adicionada para
inclusdo dos animais.

* 9 dias apoOs a lesdo serdo transplantadas novamente CMMO e SS nos grupos de via
subaracnéidea por punc¢ao lombar.

3.8 AVALIAGAO FUNCIONAL

A fungdo motora dos animais foi avaliada semanalmente através da escala de
Basso, Beattie e Bresnahan (Basso, Beattie et al, 1995) (escala BBB, Anexo 1),
desde o momento da lesao até 21 dias apds. A escala BBB gradua os movimentos

das articulagcdes do quadril, joelho e tornozelo, posicdo do tronco, rabo e patas
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traseiras. A partir de observacdes da movimentacdo do animal, sao 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
0s movimentos primarios das articulagées do quadril, joelho e tornozelo; os de 8 a 13
analisam a colocacao e a coordenacao das patas traseiras e finalmente, pontuacdes
de 14 a 21 pontos definem o grau da estabilidade de tronco, a posi¢cao da cauda e a
colocagao das patas. Os animais foram filmados para maior confiabilidade, pois a
escala apresenta um numero elevado de escores e a diferenga dos movimentos,
entre as ratas, muitas vezes era sutil (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 diferengas ou
duvidas do valor do BBB entre os avaliadores, as filmagens eram revisadas, sendo

definido seu valor final.

Figura 4 - Local de avaliagdo motora pela escala de B.B.B. Cameras posicionadas de ambos
os lados da caixa e o aparelho de DVD para gravagao das imagens.
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3.9 AVALIACAO HISTOLOGICA

Finalizados os 21 dias de observacao funcional, os animais foram novamente
anestesiados com doses elevadas de xilazina e quetamina pela via intraperitoneal.
As 30 ratas destinadas a analise histologica foram perfundidas transcardialmente
com solucdo salina seguida de paraformaldeido a 4% (PFA) diluido em tampéao
fosfato (PB). A coluna vertebral foi cuidadosamente dissecada e a medula espinhal
removida e colocada em recipientes com PFA durante 24 h. No dia seguinte as
medulas foram colocadas em sacarose 30% para desidratacdo da peca por mais
24h. A seguir as medula espinhais foram congeladas em isopentano, previamente
resfriado em nitrogénio liquido, ambientadas em criostato a -20°C e seccionadas a
30 um de espessura. Todas as laminas foram processadas para a técnica
histolégica de Nissl. As imagens destas seccbes foram obtidas em lupa
estereoscédpica (Zeiss), acoplada a camera CCD (PIXERA) e analisadas no software
Image Pro Plus 6.1. As imagens foram analisadas em intervalos equidistantes de
150 micrometros, ao longo de 1cm, sendo que a lesdo medular localizava-se na

regido mediana desta peca.

Aproximadamente 66 seccdes foram analisadas por medula espinhal. Estas
foram analisadas em intervalos de 150um, e classificadas em lesionadas ou intactas.
As secOes que nao apresentavam definicbes anatdmicas claras entre substancia
cinzenta e branca, e por tanto, um aspecto “reticular” foram consideradas
lesionadas. Por outro lado, foram classificadas intactas as se¢cdoes que apresentavam
claramente as delimitacdes entre as substancias e ndo possuiam qualquer sinal de
lesdo. O numero de secgdes foi utilizado para estimar o comprimento de lesdo como
uma adaptacdo do protocolo previamente publicado por Rousset e colaboradores
(Rousset, Kassem et al., 2008).
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3.10 DETECGAO DAS CMMOs POR MEIO DA AMPLIFICACAO DE UMA PARTE
DE UM GENE DO CROMOSSOMA Y PELA TECNICA DE PCR

Como a presenca do cromossomo Y serve de indicativo de célula-tronco
transplantada do animal doador (doador = macho, receptora = fémea) e ndo de
células residentes do animal receptor, utilizamos iniciadores (primers)
complementares a sequiéncia de DNA correspondente a uma regiao especifica do
cromossomo Y. Foram avaliadas amostras de dois grupos tratados com CMMO por

ambas as vias.

Assim, 6 ratas foram submetidas ao modelo de lesdo, destas 3 receberam
transplante de CMMO por VD 48h apés lesao, e as outras 3, receberam os dois
transplantes de CMMO 48h e 9 dias apés lesdao por PL. 24h ap6s o ultimo
transplante de cada grupo, as ratas foram eutanasiadas. Os animais foram
previamente anestesiados com overdose de quetamina e xilazina e entao tiveram
suas colunas vertebrais dissecadas, para posterior remocdo 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 DNA, os tecidos foram homogeneizados em 300 pL de
tampéo fosfato. A seguir, foram adicionados 600 uyL de Trizol (Invitrogen). Os
tubos foram agitados com auxilio de um vortex por dois minutos e entao foram
adicionados 120 pL de cloroférmio (Merk) gelado. As amostras foram
centrifugadas em 20.800 g por 10 minutos. Logo depois, 0 sobrenadante foi
transferido para novos tubos contendo 300 pL 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 aspiracao. Por fim, o DNA
foi dissolvido em 50 uL de agua ultra-pura. Os frascos contendo as amostras de
DNA foram armazenados em freezer a -20°C. Previamente a reacao 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



Polymerase Chain Reaction (PCR) através da analise por eletroforese em gel de
agarose. (Gibbs, 1990).

A amplificagdo foi realizada em termociclador (PTC-200/MJ Research)
utilizando oligonucleotideos iniciadores (primers) direto 5'-
atggagaattctgaggaggaga-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 amplificagéo
utiizando o primer direto 5'-cagagcccaggtgctcctgetg-3' e reverso 5'-
ctcctecattttagatetgegttc-3' gerando um produto de PCR de 324 pb, caracterizando
a técnica de Nested-PCR

Para cada reacao, foram utilizados 5 pug 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 tampédo e agua ultra-pura estéril para completar o volume de
reacao de 50 pL. A amplificacao foi realizada nas seguintes condigcées: 95°C por 5
minutos para desnaturacdo; 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 entdo

uma etapa de extensao final a 72°C por 10 minutos.

Os produtos gerados apdés a técnica de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2% contendo brometo de etidio em tampao TRIS,
acido acético, 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 documentagao 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 reagao
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 nao receberam CMMO.

36
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3.11 ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos dados obtidos no teste de B.B.B. utilizou-se a analise de
variancia de duas vias com medidas repetidas (ANOVA) seguida de teste de
Bonferroni. Enquanto que para histologia foi utilizado andélise de variancia de uma via
(ANOVA) seguida do teste de Tukey, para comparar os tratamentos e Teste t de
Student para avaliar a diferenca entre as duas vias. Valores com p <0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Toda a analise estatistica foi realizada
com auxilio do software estatistico GraphPad Prism 4.
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4 RESULTADOS

4.1 EFETIVIDADE DO MODELO DE COMPRESSAO POR CLIPE DE ANEURISMA.

Nos animais em que foi feita a compresséao, todos apresentavam déficit motor,
evidenciando que o modelo de lesdo por compressdo com clipe de aneurisma,
realmente, foi efetivo para reproduzir as seqlelas motoras de uma lesao
raquimedular. O modelo também demonstrou ser de facil aprendizagem, o tempo
médio de cirurgia nos primeiros animais operados era de 45 a 60 min, nos ultimos,
este tempo reduziu para 20 a 30 min. Além disso, o procedimento mostrou-se
preciso no que diz respeito ao nivel de lesdo, pois este pdde ser assegurado pela
contagem das costelas.

Para garantir a eficiéncia do modelo experimental de lesdo raquimedular foi
adicionado a pesquisa um grupo sham. Nos graficos dos resultados motores de BBB
(figuras 6 e 7) pode-se perceber que a performance motora dos animais sham é
significativamente melhor que a dos demais. O grupo sham apresentou escore 21
(maximo) desde o inicio dos testes, enquanto os animais operados pontuaram no
maximo sete, ao longo de todo delineamento. Sendo assim, percebe-se que o
procedimento cirdrgico em si ndo afeta a funcdo motora, mas sim a clipagem da
medula espinhal Os resultados histolégicos (figuras 5 e 10) demonstram que nao ha
lesdo da medula espinhal no grupo sham, entretanto, nos grupos operados ha uma
desorganizacao tecidual no nivel da lesdo, e o volume de tecido sem identificacdo
anatbmica (lesdo) € significativamente maior. Estes dados evidenciam que os
déficits motores e a alteracdo na anatomia da medula espinhal ocorreram apenas

nos grupos submetidos ao modelo, 0 que comprova da efetividade do mesmo.
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Figura 5 - Cortes histologicos. A, corte histolégico de uma medula espinhal lesada de um
grupo operado. B, corte histolégico de uma medula espinhal intacta do grupo Sham.

4.2 AVALIACAO DA FUNCAO MOTORA (ESCALA BBB).

Os grupos transplantados com CMMO pela via direta ou intraparenquimatosa
(G1) nao demonstram diferencas nos escores motores ao longo das trés semanas
de seguimento, se comparados com o grupo controle que recebeu SS (G2c) (figura
6).
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Figura - 6: Grafico de avaliagdo motora dos grupos VD. O tratamento com CMMO por via
intraparenquimatosa (VDCT) ndo melhora o desempenho motor de ratas com lesao de
medula espinhal. O grafico expressa os escores médios em trés momentos (7, 14 e 21 dias)
de avaliagdo motora pela escala de BBB, subsequentes ao modelo de lesdo medular e ao
transplante de CMMO ou injecéo de solugéo salina pela via direta (VDsal) no local da leséo.
Os dados estdo expressos como a média + EP de cada dia de observacdo. Teste de
Bonferroni ap6s ANOVA de duas vias com medidas repetidas, n=6 por grupo.

Todavia, na figura 7 percebe-se que os grupos tratados com duas infusdes de
CMMO por via subaracnéidea (G3) demonstraram melhora motora, significativa, se
comparados com o grupo controle (G4c) que recebeu SS. Nas ratas em que se
transplantaram as CMMO no espaco subaracnoéideo, utilizando a pungao lombar, o
desempenho motor melhorou a partir da segunda semana de observacdo motora.
Embora ndo haja diferenca estatistica entre os grupos tratados com CMMO por PL
ou VD é notavel que o desempenho motor é melhor nos animais em que foram
infundidas CT por PL.
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Figura — 7: Grafico de avaliagdo motora dos grupos PL. O tratamento com duas
infusbes de CMMO por via subaracnéidea melhora o desempenho motor de ratas
com lesdo de medula espinhal. O grafico expressa os escores médios em trés
momentos (7, 14 e 21 dias) de avaliagdo motora pela escala de BBB, subsequentes
ao modelo de lesao medular e aos dois transplantes de CMMO (PLCT) ou injegao de
solugéo salina por puncéao lombar (PLSal). Os dados estdao expressos como a média
+ EP de cada dia de observacdo. Teste de Bonferroni apés ANOVA de duas vias
com medidas repetidas, n=6 por grupo.

4.3 CITOMETRIA DE FLUXO

Os quatro marcadores de superficie testados através da citometria de fluxo
apresentaram positividade para CD90 (células-tronco hematopoiéticas e células
precursoras mieldides) e CD45 (células precursoras de linfocitos B na medula
Ossea). Foram negativas as marcacbes para CD3 (linfécitos T periféricos e células
dendriticas epidérmicas) e CD49 (linfécitos B e T periféricos); (Figura 8). A
representacdo da porcentagem da marcacdo dos antigenos de superficie esta

descrita na tabela 1.
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Figura — 8: Histogramas de analise imunofenotipica. Marcadores de superficie expressos na
fragdo mononuclear da medula 6ssea de ratos Wistar. A analise imunofenotipica foi
realizada com anticorpos anti CD90, CD45, CD3 e CD49. Os histogramas representam a
intensidade de fluorescéncia (eixo-X) em relagdo ao numero de células (eixo-Y). A s células
analisadas foram positivas para CD90 e CD 45 e negativas para CD49 e CDS3.

Tabela 1: Percentagem de células da fragdo mononuclear da medula éssea de ratas wistar
positivas para marcadores de superficie.

Marcador CTMM (%)
CD 90 24,98
CD45 12,36
CD49 2,51

CD3 1,78

A tabela representa o percentual de marcagdo dos antigenos de superficie analisados
através de citometria de fluxo.
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44 PRESENCA DE CMMOs NA REGIAO MEDULAR LESADA APOS
TRANSPLANTES.

Das seis amostras analisadas para presenca de CMMO pela técnica de PCR,
uma apresentou positividade para a banda de 342 pb, referente a seqiéncia
especifica do cromossomo Y, apds a segunda amplificacdo do ensaio Nested-PCR.
A amostra positiva corresponde a de uma rata transplantada por puncéo lombar nos
dois momentos pds-leséo, 48hs e 9 dias (figura 9).

A2 A3 A4 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); Ale A2:
ratas transplantadas por VD 48h pés lesdo (negativo); A3: rata transplantada por PL48 he 9
dias pds lesdo (positivo); A4: rata transplantada por PL 48h e 9 dias po6s lesdo (negativo);
mix: controle da reacao (sem DNA).

4.5 ANALISE HISTOLOGICA

Na avaliagéo histoldgica identificamos a extensdo da lesdo medular, sem
distingdo entre substancia cinzenta e branca, para verificar se o transplante de
CMMO seria capaz de cicatrizar ou reorganizar o0 emaranhado tecidual causado pela
compressao do clipe. Nao houve diferengas estatisticas entre os grupos tratados
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com CMMO e seus controles (animais que receberam SS). Os resultados da analise
estatistica dos dados histolégicos foram significativos entre os animais do grupo
sham e os demais (operados), evidenciando que no grupo sham a medula espinhal
estava integra (figura 10, A e B). Embora nao se tenha observado diferengas
estatisticas entre os grupos de infusdo, foi observado que no grupo VDCT o
tamanho de lesdo era maior quando comparado com o grupo PLCT (Teste t, p<0,05,
figura 10C).
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Figura - 10: Histograma dos dados das avaliagdes histolégicas das lesées medulares. A e B,
nao ha diferenca estatistica no tamanho da lesdo entre os grupos transplantados por via
direta (VD) ou por puncao lombar (PL) e seus controles. A lesdo é estatisticamente menor
(ou inexistente) entre o grupo ndo-operado e os operados (Teste de Tukey apés ANOVA de
uma via ***p< 0,001). C, a lesao é estatisticamente maior em VDCT do que PLCT (Teste t
de Student * p< 0,05). Os dados estdo expressos como a média + EP de cada grupo, n=6

por grupo.
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DISCUSSAO

Com a revisao da literatura foi possivel identificar as principais vantagens e
desvantagens dos variados modelos experimentais de lesdo raquimedular ja
descritos. Alguns modelos foram prontamente descartados por necessitarem de
maquinaria especializada e de alto custo, outros por serem de dificil execucao e os
demais por nao reproduzirem a natureza do trauma observada em clinica. Apds
concluida uma metandlise, dois modelos foram selecionados para testes praticos. O
primeiro mostrou-se impreciso, pois as coordenadas para localizacdo do nivel de
lesdo eram superficiais, ndo sendo possivel ter a real certeza do nivel lesionado (Da
Costa, Carvalho et al., 2008). O segundo modelo testado foi 0 de compressao por
clipe de aneurisma, este modelo além de ser de facil reproducédo e baixo custo, e
ainda possuir natureza de trauma semelhante a da clinica, mostrou-se satisfatorio
quanto a sobrevivéncia dos animais pés-trauma, com as sequelas de paralisia dos
membros inferiores desejadas para o estudo, e extensao de lesao significativa p6s
clipagem. Além disso, o nivel de lesdo pbde ser assegurado pela contagem das
costelas. Pesquisas anteriores ja utilizaram este mesmo modelo para estudo de
potencial de células-tronco (Karimi-Abdolrezaee, Eftekharpour et al.,, 2006; Parr,
Kulbatski et al., 2008).

Na mesma proporcdo de que varios estudos comecaram a relatar os
potenciais das CTMOs, de reposicao celular e neuroprotecao nas lesbes traumaticas
experimentais de medula espinhal; muitos pesquisadores tem se empenhado em
buscar a via de administracdo, que seja ao mesmo tempo efetiva e com capacidade

de ser utilizada na clinica diaria.

Embora a literatura descreva a via direta, intraparenquimatosa, como sendo a
melhor via para administrar as células no local da lesdo, na pratica médica isto gera

alguns empecilhos, sendo os principais a necessidade de novo procedimento
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cirurgico, custos mais elevados e a maior chance de lesdo medular pela infusdo de
volumes no interior da medula espinhal. Devido a isto, o presente estudo verifica a
eficacia de uma nova via de entrega das células-tronco, a via subaracnéidea por
puncéo lombar.

Em recente estudo, Paul e colaboradores (Paul, Samdani et al., 2009)
administraram as CTMO na medula espinhal em dose Unica e compararam as trés
vias de administracdo utilizadas, a intraparenquimatosa, a subaracnoide e a
intravenosa. A via intraparenquimatosa foi considerada como padrao ouro, apesar

de néao ter grupo controle.

A técnica de puncao lombar foi utilizada por Bakshi e colaboradores (Bakshi,
Barshinger et al., 2006) para entrega de CTMO, sendo destacada por ser menos
invasiva do que a injecao direta. Nesse estudo os autores concluiram que multiplos

transplantes aumentam o potencial de nidagéo celular na regido medular lesada.

Todavia, a comparacao entre o “padrdo ouro” (via intraparenquimatosa) com
multiplas infusées por puncao lombar ndo havia sido relata até o momento. No
presente trabalho foi possivel verificar o potencial terapéutico das CMMO na
reabilitacdo motora, na presenca e migracao dessas células para o local de leséo e

no tamanho da lesao apdés um modelo experimental de trauma da medula espinhal.

Em relacdo aos nossos dados de avaliacdo motora, através da escala de
BBB, verificamos que as duas infusées de CMMO no espaco subaracnoéideo foram
mais efetivas na reabilitacdo motora dos animais, em comparacdo com a infusao
Unica, intraparenquimatosa. As ratas transplantadas por puncao lombar
apresentaram um progresso significativo na escala de BBB a partir da segunda
semana de avaliagdo, enquanto que os controles de solugdo salina mantiveram os
escores baixos durante os 21 dias de seguimento. Além disso, comparando-se 0s
grupos tratados com CMMO por PL e VD, observamos uma tendéncia a melhora
funcional no grupo tratado por PL, o que provavelmente poderia ser comprovado

pelo aumento do n nos grupos.

Neuhuber e colaboradores (Neuhuber, Barshinger et al., 2008) avaliaram a
funcdo motora apés transplante de células precursoras neurais (CPN) por via

subaracnéidea e direta. A melhora da fungdo motora dos animais transplantados por
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puncao lombar foi menor que a dos tratados por infusdo direta e maior que a dos
controles de veiculo. Neste estudo os autores ja sugerem que o aumento no nimero
de células transplantadas por puncgao lombar e a determinagcéo do melhor tempo de
infusdo pode melhorar a funcdo motora dos animais, em comparagdo com 0S
transplantados por injecao direta. As infusdes das células foram realizadas uma
unica vez. Outros estudos relataram melhora motora pés-transplante direto no
parénquima medular com CTMO (Chopp, Zhang et al., 2000; Hofstetter, Schwarz et
al., 2002). Na avaliacdo dos escores do BBB obtidos no grupo da via
intraparenquimatosa, nossos resultados contrapdéem os estudos acima citados, por
nao haver melhora motora em relagdo ao seu controle e por apresentarem uma

tendéncia a desempenho motor inferior em comparagdo com a via subaracnéidea.

Quanto a presenca de células-tronco na regidao lesada, varios trabalhos
demonstram, ndo somente, que as CTMO migram para o local de lesdo como
também, nidam nesta regiao independente da via de administracdo. Células-tronco
ja foram encontradas em lesdes medulares transplantadas por distintas vias:
intravenosa, intraparenquimatosa, intratecal e intraventricular (Bakshi, Hunter et al.,
2004; Vaquero, Zurita et al., 2006; Paul, Samdani et al., 2009).

Nos estudos comparativos entre diferentes vias de entrega celular a infusao
intravenosa, invariavelmente, demonstrou resultados inferiores aos das demais vias
(Bakshi, Hunter et al., 2004; Vaquero, Zurita et al., 2006; Paul, Samdani et al., 2009).
No estudo de Bakshi e colaboradores (Bakshi, Hunter et al. 2004), a infusédo
intravenosa foi comparada com transplante utilizando a via intraventricular e
intratecal. Vaquero e colaboradores (Vaquero, Zurita et al. 2006), compararam com
a infuséo local em um modelo de LME cr6nica. Paul e colaboradores (Paul, Samdani
et al. 2009) estudaram a via intravenosa em conjunto com a via intraparenquimatosa
e a intratecal. Nos trés estudos acima citados, o transplante de CTMO pela via
intravenosa, apesar de ser eficaz para migracdo e nidacdo celular, sempre

apresentou um menor numero de células no local da lesao.

Com base nestas informacbes e pelo fato de que na via intravenosa as
células sao facilmente perdidas nos outros 6rgaos, coracdo, pulmao e figado, a
mesma nado foi utilizada no presente estudo. A via intraventricular, também foi

excluida por ser sua execucao e translacao mais dificil, do que as demais.
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Em nosso trabalho utilizamos a técnica de PCR para verificar a presenca e
migracdo de células para o local da lesdo pds-transplante. As amostras foram
retiradas dos animais para analise de PCR 24hs apds a unica infusdo direta no
parénquima e 24hs apds a segunda infusdo pela via subaracnéidea. Para nossa
surpresa, nenhum animal dos trés transplantados pela via direta apresentou
positividade para presenca de células no local da lesdo. Pensavamos que ao injetar
células diretamente no local da lesdo essas seriam facilmente identificadas, por nao
haver problemas quanto ao trafego no organismo. No entanto, a presenca e
migracdo de CMMO foi identificada no animal que recebeu os dois transplantes por
puncao lombar.

Estes resultados contrapdem-se aos achados de Paul e colaboradores (Paul,
Samdani et al., 2009). Segundo esses autores, a infusao direta € a melhor técnica
para nidacao das CTMO, seguida da PL e por ultimo a via intravenosa. Através de
marcacoes celulares estes eles relataram haver uma porcentagem de nidagao de
8,4% e 6,1%, na infusao direta, 4,1% e 3,4%, na via subaracndidea, e 2,3% e 1,3%,
na intravenosa, respectivamente, 4 e 21 dias apéds transplante. Diferentemente do
estudo proposto por nds, neste trabalho foram utilizadas células-tronco humanas e
modelo de hemisecg¢ao por ablagao.

Neuhuber e colaboradores (Neuhuber, Barshinger et al., 2008), utilizando
técnicas de histoquimica, demonstraram uma nidacdo celular 9 dias ap6és o
transplante  de precursores neurais, independente da via utilizada
(intraparenquimatosa ou subaracnéidea). Diversamente, dos nossos achados, 0s
autores concluem que a injecao direta é significativamente mais efetiva do que a
puncao lombar na nidacao celular. As diferencas do modelo proposto por nés para o
descrito por Neuhuber, sdo o tipo celular utilizado e a gravidade da lesdo medular,
pois os autores utilizaram uma LME moderada, a qual tem maior potencial natural de

recuperacao.

A nidacdo de CTMO de ratos machos adultos em ratas fémeas submetidas a
um modelo de LME foi avaliada por Vaquero e colaboradores (Vaquero, Zurita et al.,
2006). Os relatos deste estudo apontam para uma nidacdo mais eficiente pela via
local de administragdo celular em comparagdo com a intravenosa. Entretanto, este

trabalho avaliou o potencial das CTMO em um modelo crénico de LME.
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A avaliacdo separada da nidacdo de células-tronco por pung¢do lombar foi
realizada em outros estudos. Lepore e colaboradores (Lepore, Bakshi et al., 2005)
avaliaram a nidacdo e migracdo de CPN comparando um Unico transplante com
transplantes em 3 tempos diferentes, através da puncgao lombar, em um modelo de
hemiseccao por ablagdo da medula espinhal cervical. As CPN foram encontradas na
LME cervical nos dois grupos, entretanto, no grupo que recebeu os trés transplantes

as células foram encontradas em maior nimero.

Um ano mais tarde, Bakshi e colaboradores (Bakshi, Barshinger et al., 2006),
apos verificarem que o transplante de CTMO por puncdo lombar foi eficaz na
migracao e nidacdo para area lesada, com capacidade de reducdo da cavidade de
lesdo, avaliaram a administracdo de CTMO por puncdo lombar sob diferentes
aspectos, tais como: janela de tempo para transplante, relacao entre dose-resposta
e multiplos transplantes. A partir de diferentes experimentos, utilizando animais da
raca Sprague-Dawley, em um modelo de contusdo espinhal de gravidade moderada,
os autores concluiram que as CTMO administradas por pungédo lombar tém maior
potencial de nidacdo no momento mais agudo da lesao e até duas semanas apos
este. Além disso, a infusdo de um maior volume de células ndo tem relagdo com um
aumento na nidagdo, sendo o numero de células de 1x10° suficiente para uma boa
nidacao celular. No presente estudo foi utilizado este mesmo numero de células. Por
ultimo, observou-se que o0s animais, nos quais foram aplicados transplantes
multiplos de CTMO (1 infusdo por semana, até o total de 3 infusdes), apresentaram
taxa de nidacao 2,3 vezes maior do que 0s que receberam uma dose Unica.

Em relagdo aos nossos dados histolégicos, estes ndo demonstraram
diferencas no tamanho da lesdo poés-transplante de CMMO por ambas as vias
guando comparados com seus controles de veiculo. Entretanto, na analise separada
dos grupos tratados com CMMO por PL e VD os dados demonstram uma leséo
significativamente maior nos animais tratados por VD. Estudos prévios afirmam que
tanto CPN (Neuhuber, Barshinger et al., 2008) quanto CTMO (Bakshi, Barshinger et
al., 2006; Vaquero, Zurita et al., 2006) sao capazes de preencher a cavidade
lesional, reduzindo o cisto e, por sua vez, diminuindo o tamanho da lesdo, quanto
transplantadas diretamente na lesdo ou pela via subaracnéidea. Entretanto, estes
trabalhos nao possuiam grupos controle de veiculo em seus delineamentos, além

disso, como ja foi relatado anteriormente, o tipo de célula (Neuhuber, Barshinger et
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al., 2008), a raca do animal e gravidade de lesdo (Bakshi, Barshinger et al. 2006;
Vaquero, Zurita et al. 2006), diferem do nosso estudo, e ainda, o tempo de
acompanhamento é muito superior ao delimitado por nds, sendo maior do que seis
semanas nos estudos citados, enquanto o nosso é de apenas 3.

Com base nas informacdes supra-relatadas, pode-se verificar que o0s
resultados do presente estudo, referentes a administracdo de CTMO via puncgéo
lombar, estdo em conformidade com a literatura, pois o grupo tratado, utilizando a
via subaracnoéidea, apresentou significativa melhora na funcdo motora, sendo deste
grupo, também, o animal positivo para migracao e presenca de CTMO na LME.
Assim, os achados reforcam a hip6tese de que multiplas aplicacées de CTMO na
fase aguda da lesdo, utilizando a via subaracnéidea pela técnica de puncao lombar,

pode ser uma alternativa para o tratamento de LME.

Todavia, os resultados dos animais tratados com CMMO por injecéo direta no
local da lesdo sao contraditérios aos da literatura, pois este grupo nao apresentou
melhora funcional, presenca de células no local da lesdo, e ainda apresentou um
tamanho de lesdao pds-trauma significativamente maior do que ao dos animais do
grupo PL. Atribui-se isto pela provavel lesdo adicional & medula espinhal quando
injetado volume em seu interior, ou pelo fato de que o microambiente do tecido
nervoso apos a lesdo nao ser adequado para a nidacao celular. A ocorréncia de a
analise histolégica ndo ter demonstrado dados significativos quando comparados
grupos CMMO com salina, enquanto a avaliagdo motora o fez, pode-se ser atribuida
pela baixa especificidade que a histologia utilizada por n6s oferece. Se tivéssemos
utilizado de procedimentos imunohistoquimicos capazes de identificar a
reorganizacado da bainha de mielina (por exemplo) no local da lesao, provavelmente
apareceriam subsidios para explicar a melhora motora. A reorganizagdo da
circuitaria medular independente das modificacbes nas dimensbes da leséo
explicariam a melhora do desempenho motor dos animais tratados com CMMO por
puncdo lombar e estaria de acordo com as observagdes recentes de Courtine e
colaboradores (Courtine, Gerasimenko et al., 2009)

Mesmo com a maioria dos trabalhos experimentais mostrando que a infusdo
intraparenquimatosa € a mais eficaz para o transplante de células-tronco, sabe-se

que esta via ndo é a melhor alternativa para aplicacao clinica, pois esta técnica
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requere um procedimento neurocirdrgico complexo com o risco iminente de
deterioracdo neuroldgica e custos mais elevados. Somado a isso, hd necessidade
de realizar uma laminectomia para ter acesso a medula espinhal, a qual pode
aumentar o risco de deformidade espinhal (Deutsch, Haid et al., 2003). A exposicao
da medula espinhal é dificultada pela perda da anatomia normal, seja como
consequéncia da lesdo ou pela cirurgia prévia de fixacdo. Isto pode também gerar
dificuldades no fechamento dos planos musculares e da pele, devido a cicatriz
prévia, aumentando o risco de fistula de liquido cefalorraquidiano. Essas
dificuldades podem aumentar com injecées subsequentes, pois mais cicatrizacao
sera desenvolvida. Procedimentos cirdrgicos apresentam também seus riscos
inerentes, como a embolia pulmonar ou a trombose venosa profunda, as quais

possuem maior incidéncia pacientes com TRM.

Por outro lado, a técnica de puncao lombar elimina totalmente estes riscos,
por ser minimamente invasiva e ja estar estabelecida na clinica. Complicacdes apés
esta técnica sdo raras, sendo a mais comum a cefaléia. Em pacientes que
receberam transplantes celulares, essa complicacao infreqliente tem ainda menos

chances de ocorrer, pois a retirada de liquor € minima.



52

CONCLUSOES

Este trabalho possibilitou o estabelecimento de um modelo de leséo

raquimedular in vivo, a partir do qual, foi possivel estudar a terapéutica de

transplantes de células da fragdo mononucleada da medula éssea, pela via direta e

subaracnéidea, utilizando janelas de tempo distintas. Com este estudo

apresentamos algumas conclusdes:

1-

3-

4-

O modelo experimental de lesdo medular por compressao com clipe de
aneurisma é adequado para investigacao de terapias de tratamento para o
TRM, pois traslada a natureza compressiva da contusdo do TRM, causa
déficits motores irreversiveis, perda do controle vesical e dano tecidual, assim

como 0s observados em clinica.

O transplante na fase aguda da LME, utilizando a via subaracnéidea, por
meio da técnica de puncdo lombar, em diferentes tempos de infusao,

proporciona melhora da fungao motora.

Células da fracdo mononucleada da medula éssea de ratos, apds serem
transplantadas no espaco subaracnéideo, podem migrar e serem identificadas
no local da lesdo medular através da técnica de PCR.

O transplante unico de CMMO diretamente no local da lesdo ou mdultiplo pela
via subaracnoéidea ndo foram capazes de modificar as dimensbées do dano
medular ocasionado pela compressao do clipe na medula espinhal quando
comparados com controle de veiculo, porém a lesao foi significativamente
maior no grupo que recebeu CMMO por via direta quando comparado com o
tratado por CMMO através de puncao lombar.
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PERPECTIVAS FUTURAS

O estabelecimento do modelo de lesdo raquimedular e os testes realizados

com as diferentes vias de administracao celular, adquiridos com a realizacdo deste

trabalho, proporcionam que futuros estudos possam aprofundar os conhecimentos a

cerca do potencial terapéutico das células-tronco nas LME. Para que isto seja

possivel, pretendemos futuramente:

1.

2.

5.

Aumentar o tamanho da amostra e o tempo de seguimento do trabalho.

Aumentar o numero de infusdes no grupo transplantado por puncéo lombar,
para verificar se o efeito das CMMO pode ser proporcional ao numero de
infusdes.

. Aperfeicoar a técnica de infusao direta no local da lesédo, com o uso de bomba

de infusdo ou utilizando a entrega direta das células depositadas em

biomateriais, que minimizem o risco de lesdo provocada pela técnica.

. Utilizar técnicas de imuno-histoquimica para avaliar a sinaptogénes,

neurogénese, mielinizacao e verificar a possibilidade das CMMO expressarem

marcadores neurais.

Avaliar a hipotese de que o efeito das células transplantadas possa ser
mediado por fatores tréficos e modificagdes do microambiente.
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*Structured Abstract (300 words)

Study Design. Experimental research. Four groups (n = 6 each) of Wistar rats received a
spinal compression followed bone marrow mononuclear cells (BMMC) or saline transplants
by two different routes lumbar puncture (LP) or direct injection. In the two LP groups
animals received two transplants; in the others two DI groups, animals received one single
transplant. One group (sham) was submit to the procedure without the lesion. Other 6 animals

received the compression and the BMMC, had then spinal cord prepared for PCR analyses.

Objective. Determine whether multiple transplants of BMMC by LP may be equally or more

effective than one transplant by DI in a model of spinal cord injury (SCI).

Summary of Background Data. SCI cause devastating consequences for patients, and a
high cost to society. Many attempts have been made to find a cure for SCI. Stem cell research
has shown encouraging results, but defining the best method and time of administration
remains a challenge in the clinical setting. Despite the DI into the injury site allows a defined
number of cells to be delivered; it is difficult to translate direct delivery to patients. Less
invasive methods for cell delivery have been investigated, including intrathecal delivery by

LP.

Methods. SCI compression was performed in female Wistar rats using a clip compression
model. BMMCs were obtained from 15 the male Wistar rats, with the Y chromosome used as
a reporter of transplanted cells. BMMCs or saline were infused into the subarachnoid space
via LP and directly into the site of injury. We evaluated the presence of cells after
transplantation in the injured site, motor function for 3 weeks on the Basso, Beattie e

Bresnahan (BBB) Scale, and the severity of the lesion on histology.

Results. BMMCs migrate and can be identified in the injured spinal cord by PCR after being

transplanted into the subarachnoid space transplanted by LP, and that two transplants by this



route were more effective to promote motor improvement and significant lesion length

reduction than the DI.

Conclusion. Double transplantation at different times in the acute SCI experimental model,
through the LP technique, results in improvement of motor function and histology and

BMMCs implantation if compared with the DI technique.



*Key Points (3-5 main points of the article)

Key Points.

1. A challenge to apply BMMC:s in clinical practice is to define the better route and time
for transplantation.

2. DI has already demonstrated positive results in experimental application, but there are
many risks to translate this technique to clinic.

3. Two BMMCs transplants by LP improve the motor functionality, the cells were found

in the injury site and the lesion was lesser then DI.



*Mini Abstract (50 words)

Mini Abstract/Précis. This study compares two delivery methods, with different time
windows, for BMMCs transplant in a model of SCI. We found that BMMCs delivering by
double LP can improve motor functionality after the second week, the injury site showed less

traumatic lesion and the cells can migrate to the injury site, when compared with DI.
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Two-LP BMMC transplants versus one-DI

Introduction

Spinal cord injuries (SCI) are devastating, and often affect young and healthy
individuals.! SCIs have a high incidence, between 15-40 cases per million per year globally,
and imposes a heavy burden on government and society.” * New therapeutic strategies have
been investigated, such as bone marrow stem cell transplantation. The use of these cells
presents advantages, such as being easily expanded in vitro, have no ethical concessions to
their use, and no risk of rejection because they are collected from the patient himself.* °
Previous studies have shown benefits in the application in experimental SCI models with
improved gait and migration to the dorsal and ventral lesion and differentiated into neurons

and oligodendrocytes.®

One of the factors in stem cell therapy is the route of cell delivery and the window of
opportunity in which cells should be transplanted. In animal models of SCI, the most common
mode of delivery is direct injection (DI) into the injury site, which allows a defined number of
cells to be delivered; however, this risks further injuring the cord.>™® Consequently, it is
difficult to translate direct delivery to patients. Less invasive methods for cell delivery have
been investigated, including intrathecal delivery by lumbar puncture (LP)."**® This minimally
invasive technique decreases the risk to the patient and allows delivery of multiple cell doses

over a preplanned length of time.**™

The efficacy of a single bone marrow stem cells transplantation by DI or LP was
previously compared; DI demonstrated the best results therapeutically.** On the other hand,
when delivery of multiple transplants was performed by LP, migration and reduction of the
cyst and injury site were observed.'* However, the different therapeutic effects of these two

routes - DI at the injury site or multiple infusions by LP - were never compared in SCI. Thus,
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Two-LP BMMC transplants versus one-DI

we aimed to compare a single infusion of bone marrow mononuclear cells (BMMCs) directly

at the injury site with two infusions of BMMCs by LP in a model of SCI.

Materials and Methods
Study design

Thirty female Wistar rats (60 days old) were used as recipients and 15 male Wistar
rats (60 days old) were used as BMMCs donors. Animals were divided into 5 groups of 6
animals each: sham (controls); BMMCs recipients by DI; receiving saline by DI; receiving

BMMCs by LP; and receiving saline by LP.

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, a scale
used to evaluate motor function. * The exclusion criteria were that rats that presented a BBB
score more than 3 points 24 h after injury because the spinal lesion applied in this study
should resulted in a severe motor deficit, and rats that became sick due to a urinary infection
during the study. On day 3, BMMCs or saline were administrated by DI or LP. On day 9, the
LP groups received a second injection of BMMCs. All animals were given BBB scores at
days 7, 14, and 21. 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 Pontificia

Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (CEUA 09/00109).

Surgical Procedures
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Two-LP BMMC transplants versus one-DI

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.'® 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
of the skin; pressure ulcer prevention; and fluid restriction in the acute period and 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.).***’

Preparation of Bone Marrow Mononuclear Cells (BMMCs)

BMMCs were obtained from the 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 g

for 10 minutes. Cell pellets were resuspended with RPMI-1640 and fractionated on a density
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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, CD45, and Scal. Labeled cells were collected and

analyzed using a FACSCalibur cytometer.

Lumbar Puncture (LP)

BMMCs or saline were infused into the subarachnoid space via LP. A volume of 40
uL containing 10° cells was used. 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
contraction of the tail at the time of needle insertion or cerebrospinal fluid leakage. Cell
infusion was performed for 1 minute to avoid reflux. LP transplantation was performed twice

at 48 hours and 9 days postoperatively.

Direct Injection (DI)

A volume of 30 pl containing 1.5 x 10° cells was injected directly with a 33 gauge
needle into the site of SCI. Administration was performed after reopening the paraspinal
muscle planes by direct visualization under magnification. Infusion was given for 40 seconds.
After infusion, the skin and muscle were resutured. The DI cells transplantation was

performed only 48 hours after the surgery (day-3).
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Evaluation of Motor Function

Hind limb motor function was evaluated using the BBB score.'® The animals were
assessed 24 hours postoperatively; only those who scored less than 3 were included in the
study. After the procedure, rats were evaluated once weekly for 21 days. The rats were placed
in an open field and videotaped for five minutes. The films were subsequently analyzed and
the animals were scored by two evaluators. If there were disagreement between evaluators, a

third reviewer was consulted.

Histology

At day 21, 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. Thirty rats
were perfused with saline followed by 4% paraformaldehyde (PFA). The spine was carefully
dissected and 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 in the
center of the piece. This piece was maintained in PFA for 24 h. The next day the spinal cords
were placed in 30% sucrose for dehydration for additional 24 h. Finally, spinal cords were
frozen in isopentane previously cooled in liquid nitrogen, acclimated in a cryostat
(CRYOTOME®SME, SHANDON, Englant) sectioned at -20°C at 30 um. All sections were
processed using Nissl technique.® The images of these sections were digitized using a
stereomicroscope (Stemi SV6, Zeiss, Germany), coupled with CCD camera (Pixera 1.2,
Pixera, Pixera Corporation, CA, USA) and analyzed by software Image Pro Plus 6.1 (Media
Cybernetics, San Diego, CA, USA). Aproximately 66 sections were analyzed per spinal

cord/piece (the sections were analyzed in intervals of 150 pum). The sections were classified in
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lesioned or intact. In our study was considered lesioned the sections that do not present a
clear anatomical definition between gray and white matter and consequently presents a
“reticular” aspect and were considered intact the sections that present clear limits between the
gray and white matter and no evident signal of lesion. The number of lesioned sections was

used to estimate the length of lesion in an adaptation of previously published protocols.?*?!

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. 6 rats were subjected to the injury model: 3 received BMMC
transplantation by DI 48 hours after injury; the other 3 received 2 transplants by LP 48 hours
and 9 days after injury. 24 hours after the last transplantation in each group, 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'-
cagagcccaggtgctectgetg-3' and reverse 5'-ctcctecattttagatctgegttc-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

visualized under ultraviolet light.

Statistical analysis
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Data are presented as the mean = standard deviation (SD) or the mean + standard error
of the mean (SEM) as indicated in the Figure Legends. Two-way analysis of variance
(ANOVA) followed by the Bonferroni post-hoc test was used to analyze data obtained by the
BBB test. Data obtained on histology were analyzed using one-way ANOVA followed by the
Tukey Test and T-Student’s Test. Statistical analysis was performed with PrismGraph 5.0
software (Graph-Pad Software, San Diego, CA). An a level of 0.05 was applied and a p-value

of less than 0.05 was considered statistically significant.

Results
Recovery of motor function

The scores of BBB in the sham group showed that the experimental model used was
efficient to cause a SCI; all animals in the sham group scored 21, while animals that
underwent compression scored a maximum of 7 £ 0.5. Analysis of variance demonstrated that
the BBB had significantly improved in rats treated with BMMCs by LP compared with
controls in the last two evaluations, on days -14 and -21 (p<0.05) (figure 1 A). Post-hoc
analysis indicated that function improved significantly beginning week 2 after transplantation.
Dl-treated animals showed no significant improvement in motor function when compared to
saline-treated controls (Figure 1B). There was no significant difference when the BMMCs
treatment delivered by LP or DI was compared, but in all three evaluations the BBB score
was always better in the LP group. These results show that transplanting cells by LP is more

effective to improve the motor function than DI.

Lesional Area Measurement
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The sham group the spinal cord was intac (Figure 2 A), the anatomical bondery was
lost in the spinal cord (Figure 2 B). The spinal cord treated by BMMCs by LP had
significantly less damaged areas when compared with DI delivery (figure 3 C). There were no
statistical differences in each group when the BMMCs treatment and control were analyzed
(Figure 3 A, B). The histology analysis was also statistically significant between animals of

the sham group and the spinal cord lesion group (Figure 3 A, B).

Migration of donor-derived BMMC:s to the site of injury.

PCR analysis was performed on 6 spinal cord samples from injured rats transplanted
with BMMCs. 3 samples corresponded to those obtained from animals in which BMMCs
were infused twice by LP, and the remaining 3 samples were from animals where BMMCs
were infused directly at the injury site. Of the 6 samples, one was positive for the 342 bp
band, corresponding with the specific sequence of the Y-chromosome after the second
amplification. The positive sample corresponded to the spinal cord taken from a rat

transplanted via LP twice after injury, 48 hours and 7 days (Figure 4).

Discussion

For stem cells to be available in clinical practice, it is important to establish the most
effective and applicable route of administration. While the DI route has been claimed to be
the best route, in medical practice this creates some difficulties: the need for further surgery,
higher cost, and greater chance of SCI due to direct infusion into the spinal cord. Thus, we

aimed to verify the effectiveness of a new route for delivering stem cells, via lumbar puncture.
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Paul et al'* studied the delivery of the stem cells in experimental SCI using a single
dose by DI, subarachnoid space and intravenously, and concluded that the intraparenchymal
route was the gold standard, although the study did not have a control group. Conversely,
Bakshi et al'! concluded that multiple transplants of these cells by LP increase the potential
for cell implantation in the SCI region. However, a comparison between single
intraparenchymal injection and multiple infusions via LP has not been reported thus far. We

evaluated the effectiveness of a new route for delivery of stem cells, by spinal LP.

With regards to the presence of stem cells in the injured region, several studies
demonstrated not only that they migrate to the site of injury, but that grafts appear to function
independently of administration route. Stem cells have been found in SCIs transplanted by

intravenous, intraparenchymal, intrathecal, and intraventricular routes.*? 422 23

Paul et al* states that DI is the best technique for BMSC implantation, followed by
LP, and intravenous. Through cellular markers, they reported an implantation rate of 8.4%
and 6.1% in DI, 4.1% and 3.4% in the subarachnoid space, and 2.3% and 1.3 % in 1V,

I** used histochemical

respectively, 4 and 21 days after transplantation. Neuhuber et a
techniques to show cell implantation 9 days after NPC transplantation, regardless of the route
used (intraparenchymal or subarachnoid). VVaquero et al** showed more efficient implantation
via DI in the site of lesion compared intravenous injection. However, this study evaluated a
chronic model of SCI. We demonstrated that none of the 3 transplanted animals who
underwent DI transplantation were found to have cells at the injury site. This was contrary to
our expectations; we thought that cells injected directly into the injury site would be easily
identified, as “traffic” in the body would be eliminated with this technique. However, the

presence and migration of BMMCs was identified in animals that received both transplants by

LP. In contrast to our findings, the authors concluded that DI was significantly more effective



©CO~NOOOTA~AWNPE

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

Two-LP BMMC transplants versus one-DI

than LP with regards to cell implantation. This controversial result can be justified not only by
differences between the models previously reported, cell type, animal breed, severity of
injury, and only a single dose was administered in the subarachnoid space, but mainly by the
follow-up period; which exceeds 6 weeks in these studies, while ours is only 3

WGEkS.24'11'22'24'14

A separate evaluation stem cell implantation by LP was performed in other studies.

Lepore et al*®

evaluated the implantation and migration of NPCs, comparing single and
multiple transplants (three different times) by LP, in a hemisection ablation model. NPCs
were found in cervical SCI in both groups; however, cells were found in greater numbers in
the group receiving multiple transplants. Bakshi et al**, verified that BMSCs transplanted by
LP was effective in migration and implantation to the injured area, capable of reducing the
cavity lesion at the most acute moment of injury to two weeks post-injury. The number of
cells of 1x10° was enough to have a good cell implantation and larger volumes of cell
infusions were not related to increased implantation. We used the same number of cells

described by Bakshi.

Neuhuber et al**

evaluated motor function after transplantation of neural precursor
cells (NPC) in the subarachnoid space and by DI. Improvement in motor function of
transplanted rats by LP was lower than those treated by DI, and higher than vehicle controls.
The authors suggested that the increase in the number of transplanted cells by LP could
improve motor function as compared to the DI method (cell infusions were performed only
once). Other studies reported improved motor function post-transplant in the spinal
parenchyma with marrow stromal cells.>” On analyzing BBB scores in the intraparenchymal

group, our results appear to contradict these studies, as there was no improvement in motor

function. Our data on motor evaluation by the BBB scale shows that 2 infusions of BMMCs

10
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in the subarachnoid space were more effective in motor rehabilitation, compared with a single
intraparenchymal infusion. LP transplanted rats showed better BBB performance starting at
the second postoperative week, while saline controls had low scores throughout the 21-day
follow-up period. Although a statistical difference was not observed between the treated
groups with the BMMCs, the BBB score from the LP group was always better than the DI
group.

Previous studies reported that the stem cells can fill the cavity lesion, reduce the cyst,
and decrease lesion size, when transplanted directly into the lesion or by the subarachnoid
route.”*'#2 However In our study, the histological data showed a less damaged area after
transplantation of BMMCs by LP. In this group, a correlation between histology and clinical

improvement was observed.

Based on the above-reported information, it can be verified that the results observed
after multiple BMMC:s injection by LP are consistent with the literature. The group treated by
LP showed significant motor function, migration, presence of BMMCs at the injury site and
less injury at the spinal cord. Multiple applications of BMMCs via LP, in the acute stage of

injury, may be an alternative for SCI treatment.

The literature review reports contradictory results observed in the animals treated with
BMMCs by DI. This can be attributed to the probable additional SCI or the fact that the
microenvironment in the nerve tissue following injury is not suitable for cell implantation.
However, even with the studies that showed that intraparenchymal infusion is most effective
for the transplant of stem cells, it is known that this pathway is not the best alternative for
clinical application. The reason was that using this technique, a neurosurgical procedure was
required running the risk of neurological deterioration, higher costs, possible spinal deformity

secondary to a laminectomy, difficulty in distinguishing the normal anatomy because of bone

11
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or muscle injuries or previous surgeries, higher chance of cerebrospinal fluid fistula and
difficulty of muscle and skin closure due to previous scar tissue.”® These problems may
increase with subsequent injections, as more healing develops. Surgical procedures also have
inherent risks, such as deep vein thrombosis and pulmonary embolism, which are more
prevalent in SCI patients. The LP technique eliminates these risks, is minimally invasive, and
can be performed in the clinic setting. Complications following this technique are rare, the
most common being a headache. In patients receiving transplants by the LP route, this

uncommon complication is even less likely to occur, since removal of spinal fluid is minimal.
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Figure Legends

Figure Legends

Figure 1. A, BBB had significantly improved in rats treated with BMMCs by LP compared
with controls in the last two evaluations, on days -14 and -21 ***p<0,001. B, Dl-treated
animals showed no significant improvement in motor function when compared to saline-
treated controls. Data are expressed as mean + SE of each day's observation Bonferroni test

after two-way ANOVA with repeated measures, n = 6 per group.

Figure 2. A, spinal cord histology from Sham group, without injury evidence, however on a

spinal compression group (B), no anatomical limits observed.

Figure 3. A, B, there was no statistical differences in injury length between BMMC or Saline
transplanted by DI or PL. A, B, there was a statistical difference in length injury between
Sham and the other groups (***p<0,001) Data are expressed as mean + SE, Tukey’s test after
two-way ANOVA. C, comparing BMMC groups was observed that the injury is lesser in LP

group (*p<0,05) Data are expressed as mean + SE, t-Students test.

Figure 4. BMMC migration and identification in lesion site by PCR from a rat transplanted

via double LP — A3 column.
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ANEXO - A

Avaliagao Motora Funcional Escala Basso, Beatie and Bresnahan (B.B.B.)

0 - Nenhum movimento observavel do membro posterior.

1 — Movimento discreto de uma ou duas articulages, normalmente o quadril e/ou

joelho.

2 - Extenso movimento de uma articulagdo ou extenso movimento de uma

articulacao e suave movimento de uma outra articulagéo.

3 - Extenso movimento de duas articulagdes do membro posterior.

4 - Movimento discreto de todas as trés articulagdes do membro posterior.

5 — Movimento discreto de duas articula¢gdes e extenso movimento de uma terceira.
6 - Extenso movimento de duas articulagdes e movimento discreto de uma terceira.
7 - Extenso movimento das trés articula¢des do membro posterior.

8 - Largo movimento sem suporte de peso, ou apoio plantar da pata sem suporte de

peso.

9 — Apoio plantar da pata com suporte de peso somente em fase de apoio (i.e,,
quando estatico) ou passada dorsal ocasional, frequente ou consistente com

suporte de peso e nenhuma passada plantar.

10 — Passada plantar com suporte de peso ocasional € nenhuma coordenagao dos
membros anterior e posterior.

11 — Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e nenhuma

coordenagdo dos membros anterior e posterior.

12 — Passo plantar com suporte de piso frequente a consistente e coordenacéao

ocasional dos membros anteriores e posteriores.

13 — Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e coordenagao

frequente dos membros anterior e posterior.



14 — Passo plantar com suporte de peso consistente, coordenagéo consistente dos
membros anterior e posterior e posi¢cao predominante da pata rodada (interna ou
externa) durante a locomogcdo, no instante do contato inicial com a superficie (piso)
bem como, antes de liberar os dedos no final da fase de apoio ou passada plantar
frequente, coordenacgao consistente dos membros anterior e posterior e passada

dorsal ocasional.

15 — Passada plantar consistente e coordenacao consistente dos membros anterior
e posterior e nenhuma liberagdo dos dedos ou liberagdo ocasional durante o
movimento do membro para frente, posicao predominante da pata paralela ao corpo

do instante do contato inicial (piso).

16 -Passada plantar consistente e coordena¢ao dos membros anterior e posterior
durante a marcha e a liberacdo dos dedos ocorre frequentemente durante o
movimento do membro para frente, a posicdo predominante da pata € paralela ao
corpo no instante da liberagéo.

17 — Passada plantar consistente e coordenagéo dos membros anterior e posterior
durante a marcha e a liberacao dos dedos ocorre frequentemente durante o
movimento do membro para frente, a posi¢ao predominante da pata € paralela ao

corpo nos instantes do contato inicial (piso) e da liberag&o dos dedos.

18 — Passada plantar consistente e coordenagao dos membros anterior e posterior
durante a marcha e a liberacdo dos dedos ocorre consistentemente durante o
movimento do membro para frente, a posi¢ao predominante da pata & paralela ao

corpo no instante do contato inicial (piso) e redada na liberagéo dos dedos.

19 — Passada plantar consistente e coordenacgdo dos membros anterior e posterior
durante a marcha e a liberagdo dos dedos ocorre consistentemente durante o
movimento do membro para frente; a posicdo predominante da pata & paralela ao
corpo nos instantes do contato inicial (piso) e da liberacao dos dedos e apresenta a

cauda para baixo parte do tempo ou por todo o tempo.

20 — Passada plantar consistente e coordenacao dos membros anterior e posterior
durante a marcha e a liberacdo dos dedos ocorre consistentemente durante o
movimento do membro para frente; a posi¢céo predominante da pata & paralela ao

Gorpo nos instantes do contato inicial (piso) e da liberagao dos dedos e apresenta a



cauda consistentemente elevada e instabilidade do tronco.

21 — Passada plantar consistente e marcha coordenada, libera¢ao consistente dos
dedos, a posigéo predominante da pata é paralela ao corpo durante toda a fase de
apoio, estabilidade consistente do tronco e cauda consistentemente elevada.



