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RESUMO

Obijetivos: Foram avaliados os efeitos do uso de células tronco
da medula 6ssea (CTM) e do plasma rico em plaquetas (PRP) na
regeneracéo de nervos periféricos, utilizando um modelo estabe-
lecido de regeneragéo de nervo ciatico em ratos. Métodos: Um
defeito nervoso de 10 mm foi reconstruido com a utilizacdo de um
tubo de silicone preenchido com CTM, PRP ou ambos. O grupo
controle recebeu somente o tubo de silicone. Foi realizado ainda
um quinto grupo no qual o intervalo foi reconstruido utilizando o
segmento ressecado do nervo. A fungao motora foi testada seis
semanas apos a cirurgia utilizando teste de marcha. Apos o teste
motor, os ratos foram anestesiados, o nervo ciatico e o tubo foram
ressecados e foi realizada microscopia eletrénica de transmissao.
Resultados: A analise quantitativa demonstra uma melhora na recu-
peracao funcional no grupo CTM em comparagao com os demais
grupos. Regeneragao nervosa foi demonstrada no grupo CTM
por microscopia eletronica de trasmissao com uma recuperagao
praticamente completa da anatomia neural. Conclusao: Nossos
resultados sugerem que o uso de CTM associado com a técnica
de tubulizagdo promove uma satisfatéria recuperagdo da fungéo
motora e regeneracao nervosa.

Descritores: Células tronco; Nervos periféricos; Modelos
animais.
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INTRODUCAO

Apesar do enxerto nervoso autélogo ser uma das opgoes no trata-
mento de injurias nervosas no qual o reparo primario ndo pode ser
realizado sem a utilizacdo de tensao excessiva, existem algumas
dificuldades na utilizagao desta técnica, como o ajuste do com-
primento e do diametro do enxerto. InUmeras tentativas tém sido
feitas para induzir a regeneragao nervosa em defeitos nervosos
utilizando materiais ndo bioldgicos como tubos de silicone'29. No
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entanto, a capacidade de inducao de regeneracao nervosa dos
materiais ndo bioldgicos tem sido considerada inadequada, e o
desenvolvimento de nervos artificiais combinando células, como as
de Schwann®9 e fatores neurotréficos®” juntamente com materiais
nao biologicos, tem sido utilizado atualmente.

O obijetivo deste estudo foi avaliar o efeito das células da medula
6ssea, do plasma rico em plaquetas e da combinagéo de ambos na
regeneracao de nervos periféricos em comparagdo com as técnicas
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atualmente utilizadas para o tratamento de
lesbes em nervos periféricos.

MATERIAIS E METODOS

Isolamento e Cultura das Células
Tronco de Medula Ossea

O isolamento de células tronco da medula
ossea foi realizado apds administragao de
uma dose letal de Ketamina e Clorproma-
zina. Tibia e fémur foram dissecados. A
medula foi retirada com 1 ml de DBPS (Gi-
bco TM, Invitrogen Corporation, Carlsbad,
CA) utilizando uma agulha de 0,8X25mm
(21 Gauze). As ceélulas tronco da medula
6ssea foram lavadas duas vezes com 1
ml de DBPS para meios de centrifugagao
por 30 segundos a 700G. Finalmente, as
células foram ressuspensas a uma den-
sidade de 107células/ml de DBPS.

Preparo do Plasma Rico em
Plaquetas

O plasma rico em plaguetas foi prepa-
rado usando colecao obtida por puncgéao
cardiaca com um tubo contendo citrato
de soddio. A amostra foi centrifugada em
160G. por 8 min e uma fragdo de 10 mm
sobre eritrocitos, contendo a fragéo de
plasma rico, foi removida. Gluconato de
calcio (10%) foi adicionado e o tubo foi
incubado em 37°C até a solugao tornar-
se viscosa. Plasma rico em plaquetas foi
utilizado para ressuspender as células
tronco da medula 6ssea a uma densidade
de 107 células.

Procedimento Cirurgico

Os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica danossa
instituicdo e foram conduzidos de acordo com o Guia de Principios
para Pesquisa Envolvendo Animais e Seres Humanos, tomando
as medidas adequadas para minimizar a dor e o desconforto dos
animais. Quarenta e oito ratos adultos fémas da linhagem Wistar
foram anestesiados sob injecao intramuscular de uma solugao
composta por Ketamina™ (Ketamin-S(+) 50 mg/ml) 70mg/kg e
Xylazina (100mg/ml) 10 mg/kg. O nervo ciatico foi abordado no
aspecto lateral da coxa direita. Um segmento de 10 mm do nervo
foi ressecado e defeito foi imediatamente reconstruido. Os animais
foram divididos em cinco grupos de acordo com a técnica utilizada
para reconstrugdo. Nos grupos 1 a 4, o defeito foi reconstruido
com um tubo de silicone flexivel
(comprimento médio: 14 mm
e didmetro médio: 0,8 mm). O
epineuro foi suturado a um pon-

Figura 1 - Microscopia eletronica de transmissao
de um nervo do grupo TV. Secgéo transversal de
um nervo mostrando bainha de mielina (M), alguns
axénios mielinicos na regido central esquerda (Ax 1)
e amielinicos na regido central direita (Ax 2).

Figura 2 - Microscopia eletrénica de transmissao
de um nervo regenerado dentro de um tubo
preenchido com células tronco medulares. Secgédo
transversal de um segmento de nervo dentro do
tubo de silicone demonstrando indmeros axénios
mielinicos (Ax), bainhas mielinicas (M) e ndcleos de
células de Schwann (N).

Tabela 1 - Média do indice de fungdo ciética de acordo com
cada tipo de tratamento.

associacao de células tronco da medula
6ssea e plasma rico em plaquetas. O
intervalo foi reconstruido utilizando o
segmento ressecado do nervo como um
autoenxerto no grupo 5 (AE), o qual foi
suturado utilizando técnica convencional.
Em virtude da previsibilidade dos resulta-
dos nos grupos controle (grupos 1 e 5) o
nimero de animais foi a metade (n=06)
do estabelecido para os demais grupos
experimentais (n=12). Apds cirurgia,
todos animais permaneceram saudaveis
durante o estudo.

Analise Funcional e Histologica

Testes de marcha foram obtidos de
acordo com o método de Medinaceli®?,
10 semanas apos a cirurgia. Elas foram
medidas utilizando um bloco de digitaliza-
cao conectado a um computador pessoal
utilizando um software morfométrico. O
Indice de Funcéo Ciatica (IFC) foi obtido
para cada animal. Os IFC de diferentes
grupos experimentais foram comparados
utilizando anélise de variancia e Teste
de Tukey post-hoc. Em todas analises
estatisticas p<0,05 foi considerado como
sendo estatisticamnete significativo. Os
animais foram sacrificados logo apoés
a realizagédo dos testes de marcha. Foi
utilizada microscopia eletronica de trans-
missao para a avaliagdo da regeneragao
do nervo dentro do tubo preenchido com
CTM e no grupo controle (Grupo TV), no
qual foi utilizado apenas o tubo de silicone
sem CTM (Figuras 1 e 2).

RESULTADOS

O indice de Funcao Ciatica (IFC) foi obti-
do para cada animal, apés 10 semanas
do procedimento cirtrgico. Os grupos foram comparados todos
juntamente e, também, entre dois a dois. Os resultados sé&o de-
monstrados na Tabela 1 e no Gréfico 1, conforme média = DP
A andlise quantitativa dos IFC, sugere uma melhora da recuperacéo
funcional no grupo CTM em comparagao com os demais grupos,
demonstrada atraves da obtencdo de melhores resultados no
teste de marcha, sendo seguido pelos grupos PRP e CTM+PRP,
0s quais foram estatisticamente equivalentes. O seguinte melhor
resultado foi observado no grupo AE. O grupo TV apresentou
os piores resultados, demonstrando uma maior dificuldade para
recuperagao da fungao motora.

A regeneracao nervosa foi
demonstrada no grupo CTM
por microscopia eletrénica de
transmissao através de uma

to situado a 2 mm de distancia uase completa recuperagao
da extremidade do tubo. A ex- Grupo de Tratamento 3a anatomig neural. ixérﬁos
tremidade do nervo foi comple- ™v CTM PRP | CTM +PRP AE mielinicos e amielinicos foram
tamente introduzida no interior . identificados em quantidade
do limen do tubo produzindo MEDIA | -85.1000 | -27.5164" | -43.1911 | -41.8642 | -51.3200 adequada dentro dqo tubo pre-
um compartimento fechado. EP 0.9798 0.8414 20810 1.0630 1.4906 enchido com CTM (Figural).
Os grupos foram divididos " : : i : : No grupo em que foi utilizado
de acordo com a preparagao D.P 0.4000 2.7905 6.2431 3.6825 0.6666 apenas o tubo de silicone houve
usada para preencher o limen

do tubo. Grupo 1: tubo vazio
(TV); Grupo 2: células tronco
damedula 6ssea (CTM); Grupo
3: plasma rico em plaquetas
(PRP); Grupo 4 (CTM + PRP):
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indice de Funcao Ciatica: Mede a perda de funcéo. Quanto mais préximo de zero,
melhor fungao de marcha.

TV: Tubo Vazio; CTM: Células Tronco derivadas da Medula Ossea, PRP: Plasma
Rico em Plaquetas; AE: Autoenxerto.

E.P: Erro Padréao; D.P: Desvio Padrao

*p < 0,05

regeneracéo, porém bem me-
nos significativa com relacao ao
grupo anterior. O grupo TV apre-
sentou um crescimento mais
lento e em menor quantidade
de fibras nervosas, bem como
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uma menor organizacao dessas e 0.0000
um menor nimero de axdnios mie-
o : -10.0000 -
linizados (Figura 2).

-20.0000
DISCUSSAO -30.0000 -
Células tronco humanas adultas séo -40.0000 ~
capazes de manter, gerar e substituir -50.0000
ceélulas terminalmente diferenciadas -60.0000
em seus tecidos especificos como -70.0000
uma consequéncia do turnover -80.0000
celular fisiologico ou regeneracéo -90.0000

PRP foi também demonstrado. Os
resultados do grupo CTM + PRP

v sdo faceis de interpretar quando

a CTM comparados com o grupo CTM e
o grupo PRP.

s PRP O possivel efeito adicional da pre-

= CTM+PRP paracéo de células tronco quando

- associado com PRP foi analisado,

m AE ja que os escores dos grupos PRP e

CTM + PRP foram estatisticamente
os mesmos. Uma interpretacao

tecidual devida a injuria®®. Estudos
recentes sugerem que células tron-
co adultas geram células diferen-
ciadas além de suas capacidades
teciduais especificas, um processo chamado de “plasticidade
desenvolvente” .

Ja foi demonstrado que nao apenas células tronco derivadas de
tecido embrionario ou neural®, mas também outras células tronco
especificas de orgéaos, podem gerar fendtipos neurais®'4 .

A utilizagcdo de céluas tronco da medula em casos de lesdes
em nervos perifericos é considerada uma das alternativas mais
promissoras em relacéo as alternativas referentes ao tratamento
de lesdes nervosas. Afinal, as mesmas preenchem uma lacuna
terapéutica entre a possibillidade de realizagao de reparo primario
— muitas vezes nao possivel devido a perda nervosa significativa
— e a realizagdo de auto-enxerto autélgo, que, por sua vez, esta
associada, muitas vezes, a dificuldades técnicas que impossibilitam
arealizagao de tal técnica pelo cirurgiao. Nosso estudo demonstra
que a utilizagao de células tronco nao somente é uma alternativa
significativa, bem como apresenta resultados superiores emrelacao
aoutras técnicas também realizadas. Estudos in vivo tém mostrado
que as células tronco de medula 6ssea tém um importante poten-
cial regenerativo apés serem transplantadas em extremidades de
nervos cidticos transeccionados!'®'9.

O presente estudo demonstrou que a performance funcional
avaliada pela andlise do teste de marcha dos ratos tratados com
tubulizagao e células tronco da medula 6ssea foi significativamente
melhor do que em todos os demais grupos. O efeito benéfico do
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Graéfico 1 - Indice de Fungéo Cidtica dos diferentes
grupos observados no estudo.

possivel € que a preparagao de
PRP de alguma forma inibe os
efeitos CTM, parcialmente ou até
completamente.

Nossos dados sugerem que as CTM injetadas dentro do tubo
de silicone induzem a proliferacdo e diferenciacao de Células
de Schwann promovendo uma regeneracao mais rapida e mais
abundante, com a formagao de um maior nimero de fibras mielini-
zadas, permitindo assim uma maior recuperagao funcional quando
comparados aos demais grupos estudados.

CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que o uso de células tronco da me-
dula 6ssea de ratos associado a técnica de tubulizagdo promove
uma melhor recuperacéo da funcdo motora e uma regeneragao
mais abundante em um modelo de defeito nervoso agudo quando
comparado aos demais grupos avaliados nesse estudo.

O mecanismo exato responsavel por este feito ndo & completamente
compreendido. Pesquisas adicionais sdo necessarias para compre-
ender 0s mecanismos de diferenciacao ocorridos no interior do tubo
preenchido com a preparacéo de células tronco adultas da medula
Ossea capaz de promover a indugao da regeneragao nervosa.

O uso de células tronco adultas autdlogas é um forte candidato
para uso terapéutico, podendo permitir aos pesquisadores elabo-
rar ensaios clinicos a custos razoaveis, sem confrontar qualquer
questéo ética, como as envolvidas no uso de células tronco embrio-
narias, além de evitar reagbes imunoldgicas que comprometeriam
o transplante.
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