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Resumo

Objetivo: Verificar a presenca das células-tronco mesenquimais (MSC) na drea préxima ao nervo éptico de coelhos previamente
lesado com dlcool absoluto. Métodos: Os 12 coelhos da raga Nova Zelandia foram distribuidos em 2 lotes. Ap6s sedagao, cada olho do
animal recebeu uma injecao retrobulbar de 1 ml de dlcool absoluto em um dos olhos e de 1 ml de solugéo fisiol6gica 0,9% (SF) no olho
contralateral. Apds 15 dias deste procedimento inicial todos os olhos dos animais pertencentes ao lote A, receberam via retrobulbar,
uma solu¢@o contendo MSC de tecido adiposo humano e previamente marcadas com Qdots,. Todos os olhos dos animais do lote B
receberam solucido PBS. Resultados: Ap6s 15 dias desta tltima aplicagdo os animais foram sacrificados e as laminas foram analisadas.
A presenga das MSC foi observada em 100% dos olhos dos animais do lote A. Conclusao: Os resultados sugerem que a marcagao
prévia das MSC com Qdots permitiu o acompanhamento das mesmas na regido aplicada e em areas mais internas do nervo 6ptico.
A permanéncia de MSC apés 15 dias de aplicacdo ao redor do nervo 6ptico sugere a viabilidade e possivel participagdo das mesmas
no processo de regeneracdo do tecido lesado. Nas condicdes deste estudo, a via de aplicacdo retrobulbar permitiu a mobilizacao das
células tronco do local de aplicacdo até dreas centrais dos nervos pticos nos animais do lote A, sugerindo que esta podera ser uma
via de acesso eficaz para as MSC no processo de regeneracdo de neuropatias opticas.
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ABSTRACT

Obtective: To verify the presence of mesenchymal stem cells (MSC) in the area close to the optic nerve of previously injured with absolute
alcohol. Methods: Tvelve New Zealand breed rabbits were divided into two groups, and after sedation, each eye of the animal received a
retrobulbar injection of 1 ml of absolute ethanol in one eye, and 1 ml of physiological solution 0.9 % (PS) in the contralateral eye. After
15 days all eyes of animals belonging to group A, received via retrobulbar a solution containing MSCs from human adipose tissue (AT)
and previously marked with Qdots, while all eyes of animals from group B received solution containing PBS. Results: The presence of
MSC was observed in 100% of the eyes of the animals of group A and the more central areas near and into the optic nerve. Conclusion:
The results suggest that the appointment of MSC with Qdots allowed their follow-up applied in the region and in the inner areas of the
optic nerve. The MSC permanence after 15 days of application around the optic nerve suggests the feasibility and possible involvement
of the same during the damaged tissue regeneration process. Under the conditions of this study, the route of retrobulbar application
and the presence of the stem cells to the central areas of the optic nerves in animals of group A, suggests that this might be an effective
approach for MSCs in regeneration process of optic neuropathies.
Keywords: Mesenchymal stem cells; Optic nerve; Neuropathy; Qdots; Rabbits
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INTRODUCAO

e acordo com dados da OMS divulgados em 1990, no
D mundo havia cerca de 38 milhdes de individuos cegos e

outros 110 milhdes de individuos com baixa visao e risco
de cegueira. Até 2020, a cegueira poderd mutilar cerca 76 milhdes
de pessoas no mundo, principalmente motivada pela atrofia
do nervo 6ptico.¥ A neuropatia definitiva pode resultar de
doencas ou complicagdes como: o papiledema cronico provocado
por tumores cerebrais (ndo ressecaveis ou apds a resseccao),
hemorragia do nervo éptico, sindrome da necrose retiniana aguda,
oclusdo de veia central da retina, neuropatia Optica isquémica nao
arteritica, glaucoma, dentre outras.®”

A neuropatia causada pelo glaucoma ja é considerada a
terceira principal causa de cegueira irreversivel no mundo.(8-10)
O melhor conhecimento da fisiopatologia e principalmente da
quimica molecular dessa doenga, propiciaram o surgimento de
novas e promissoras perspectivas de tratamento: a terapéutica
e a regenerativa. Dentro dessa 6tica inovadora, com o advento
da medicina regenerativa, varios estudos demonstraram, que
as células-tronco tem grande capacidade de autogeracao,
proliferacdo, expansdo e diferenciacdo, podendo inclusive
reconstituir tecidos lesados e até formar um novo 6rgao.!!-9

A capacidade de imunomodulagao, aliada a falta de
express@o dos antigenos de histocompatibilidade, faz com que
as células mesenquimais (MSC) dentre as demais linhagens de
células tronco, sejam provavelmente as ideais para uso nas técnicas
de medicina regenerativa.(4!9

A principal fonte de obtencdo das células-tronco € a
medula éssea, mas elas podem ser adquiridas de outros tecidos
como sangue de cordao, figado fetal, liquido amnidtico, de polpa
dentdria e tecido adiposo. Embora, nos tltimos anos, a utilizacdo
de sangue de corddo tenha sido facilitada pela ado¢ao de uma
politica publica de incentivo aos bancos de sangue de cordao,
outra fonte de aquisicdo de MSC que tende a ser muito util € o
tecido adiposo, em virtude da grande facilidade de coleta durante
procedimentos de lipoaspiragao.(1¢1?

As células tronco provenientes de tecido adiposo (MSC),
tém capacidade para diferenciar em células origindrias de
linhagem mesoderma (o0sso, cartilagem e tenddes) assim como nas
de linhagens endo e ectoderma podendo originar, dentre outras,
os cardiomidcitos, neurdnios e células hepdticas. ?*>)

Estudos de caracterizacdo demonstraram que as MSC
ndo expressam antigenos de histocompatibilidade, HLA, classe
11, de moléculas co-estimulatérias CD80, CD86 ¢ CD40, nem
marcadores da linhagem hematopoiética CD45, CD3, CD31.
Expressam HLA classe I, em pequena quantidade, o que
diminui os indices de rejeigao pelo hospedeiro. Possuem também
capacidade de imunomodula¢do. Dependendo do estimulo
imunossuprimem ou estimulam.

As MSC controlam a secrecio de fatores antiproliferativos,
inibindo a proliferagdo de linfécitos T e a acdo citotdxica. Atuam
também em linfécitos natural killer (NK) e impedem a maturagéo
e a fungdo de células dendriticas. Na presenca de Interferon gama, as
MSC acabam liberando para a superficie, os antigenos HLA classe
I intranucleares, aumentando a imunogenicidade.®#2 Devido
a capacidade de imunomodular a resposta imune e conduzir
a regeneracao tecidual, alguns estudos, com modelos animais,
estdo avaliando a potencialidade destas células no tratamento
de doencas auto-imunes,como esclerose multipla, diabetes, lupus
eritematoso sistémico, dentre outras.(®
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As células mesenquimais, quando aplicadas por via
endovenosa em experimentos com ratos, diferenciam-se em
células neuronais no sistema nervoso central.??® Sasaki e
colaboradores ® mostraram que em ratos, as MSC sdo capazes
de se diferenciar em fibras de mielina e de reparar a medula
espinal ou seja, confirmaram que em condi¢des apropriadas,
estas células se diferenciam em neurdnios.*!» Ainda na drea
de Oftalmologia hd na literatura relatos de utilizagdo de células
neuronais de cérebro de animais recém nascidos ou embriondrios
para transplantes de retina.(4!9

A viabilidade de desenvolvimento de terapia celular a
partir de células tronco, em especial das MSC, em conjunto com
a utilizacdo de fatores indutores de diferencia¢do neuronal e a
confirmacdo da penetracdo destas células em tecidos lesados
estimulou a realizacao deste estudo.

OBJETIVOS

Confirmar a presenca das MSC provenientes do tecido
adiposo nos nervos 6pticos previamente lesados de coelhos.
Analisar a eficdcia da aplicacdo das MSC pela via retrobulbar
e a participagdo das mesmas na regeneracdo do nervo Optico
previamente lesado.

MEtobpos

Os experimentos em animais foram realizados no Nucleo
de Medicina e Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
As pegas,com o material destinado ao estudo imunohistoquimico
foram preparadas no Laboratério Experimental da Anatomia
Patolégica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
seguindo a técnica histoldgica para cortes em parafina. A extracao,
diferenciacao cultura e expansao e andlise imunofenotipica
das células mesenquimais foram realizadas no laboratério de
Biologia Celular do Hemocentro da UNICAMP. As andlises de
imunofluorescéncias das laminas foram fotografadas no Instituto
Nacional de Fotonica Aplicada a Biologia Celular — INFABIC e no
Laboratério de Biologia Celular do Hemocentro da UNICAMP

1. Fontes de obtencio de células mesenquimais

As MSC foram obtidas de tecido adiposo humano de
pacientes submetidos a cirurgia de lipoaspiragdo sob o efeito da
anestesia geral no Hospital de Clinicas da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP. Os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas-
UNICAMP (processo CEP-N° 838/2008). Apds esclarecimentos
quanto a natureza do estudo, todos os pacientes submetidos a
lipoaspiracdo que concordaram com a doagao assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido. Foram selecionados
pacientes com idade entre 25 e 50 anos e excluidos pacientes
diabéticos e hipertensos.

2. Obtencao de células mesenquimais
a. Tecido Adiposo

Ap6s lipoaspiracdo, o material coletado foi submerso em
uma solugio tampao de fosfato (PBS-Phosphate Buffer Solution)
estéril. Em seguida, o tecido adiposo obtido foi dissecado em
pequenos fragmentos e lavado com PBS numa centrifugagao de
1500 rpm por 8 minutos. Os fragmentos foram imersos em uma
solucdo enzimatica com Colagenase tipo I (1.5mg/mL), 25mM
Hepes e albumina de soro bovino (BSA-20mg/ml) por 30-90
minutos a 37°C sob agitacdo continua até a dissolucio do tecido
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gorduroso. A reacao enzimatica foi desativada pela adicao de igual
volume de DMEM-low glucose (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Médium/Gibco, Rockville) com 10% soro fetal bovino (SFB) e
centrifugada em rotacao de 1500 rpm por 10 minutos. O pellet
celular foi ressuspendido em tampao de lise de eritrécitos (pH 7,3)
por 10 minutos e em seguida lavado em 40 ml de PBS gelado, a
1200g por 10min. Por final as células obtidas foram ressuspendidas
em meio de cultura DMEM-low glucose,com 10% FBS e cultivadas
numa densidade de 1,5x105células/mL. As células foram mantidas
em estufa a 37°C em 5% de CO2 e umidade de 95%. Ap6s 2-3 dias
de incubagio, as células foram lavadas com meio de cultura para
aretirada de células mortas ou ndo aderentes.

3. Expansio e cultura das células-tronco mesenquimais

As células aderidas na placa de cultura foram incubadas
por 5-7 dias em estufa a 37°C em 5% de CO2 e umidade de
95% com meio de cultura DMEN-low glucose / 10% FBS para
proliferacao. Quando atingiam a confluéncia de 70-80%, eram
tripsinizadas (Tripsina , Gibco, Rockville), contadas (cAmara de
Neubauer) e distribuidas na concentragio de aproximadamente
4x10 3 células/cm2 em meio de cultivo DMEM-LG/ 10% FSB
com antibiético. Apds a quarta passagem as células aderentes
eram caracterizadas como células-tronco mesenquimais de
tecido adiposo (Figura 1).
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Figura 1: Obtencdo de células-tronco mesenquimais a partir de
tecido adiposo

4. Imunofenotipagem das células mesenquimais
indiferenciadas por citometria de fluxo

Apos a quarta passagem, as células aderentes foram
coletadas, lavadas e ressuspendidas em 50 puL de solucdo de
lavagem (PBS1X sem Ca2+ Mg2+, 3%FCS, 10mM HEPES pH
7,2). Em seguida, foram adicionados os seguintes anticorpos:
anti- CD73, anti-CD90, anti-CD105, anti-CD3, anti-CD14, anti-
CD45 e anti-IGg (controle positivo). Para remover o excesso de
anticorpo, as c€lulas foram lavadas duas vezes com solugao de
lavagem e centrifugadas a 220g por 5 minutos. Dez mil eventos
foram adquiridos com um FACS Calibur (Becton-Dickinson,
CA,USA) e analisados através do Cell Quest Software (Becton-
Dickinson, San Jose, CA, EUA). A marcagio ndo especifica foi
verificada a partir da intensidade de fluorescéncia do controle
isotipico correspondente, subtraida do percentual de populacdo
positivo correspondente.

5. Analise expressao génica por PCR em tempo real (RT-PCR)

O RNA total foi extraido a partir de células mesenquimais
indiferenciadas (controle) e de células mesenquimais em
diferentes fases do processo de diferenciagdo utilizando o Kit
R Neasy® Micro Kit (Qiagen), seguindo as orientagdes descritas
pelo fabricante. As amostras de RNA foram tratadas com enzima
DNAse I para eliminar contaminagdo de DNA gendmico e
quantificadas por espectrofotometria a 260nm. A qualidade do
RNA extraido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose
1,2% corado com brometo de etideo. As amostras de RNA tratadas
foram transcritas em cDNA utilizando a enzima SuperScript Il e
também quantificadas por espectrofotometria a 260nm. A analise
da expressdo génica foi realizada por meio da técnica de PCR
em tempo real no equipamento ABI 5700 utilizando o reagente
SYBRGreen. Foram analisados os genes Coldgeno 11, Agrecano
e SOX 9 para a caracterizacdo da diferenciacdo em condrdcitos,
a Osteocalcina e Osteopontina para a diferenci¢do em ostedcitos
e FABP4,PPARy e LPL para a diferenciagdo em adipécitos. Com
relacdo a diferenciacdo neuronal foram analisadas a expressao
dos genes Nestina, beta III tubulina, Nkx6.1 e Ngn3.

6. Microscopia de varredura a laser confocal para estudo
do fenotipo celular

Uma amostra de células foi cultivada e submetida a
diferenciagdo neuronal sobre laminulas de vidro tratadas com
poli-L-isina. As células foram coletadas 8 dias ap6s o tratamento,
e fixadas com paraformaldeido em tampao fosfato por 15 min
na temperatura ambiente e lavadas em PBS. Os anticorpos
primdrios foram incubados por 18 h a 4° C em solu¢do PBS
contendo Triton X-100 e leite desnatado. Apds a incubagdo com
anticorpos primarios, as células foram incubadas com anticorpo
secundario conjugados com fluoresceina ou rodamina por 2
horas a temperatura ambiente, as laminulas foram montadas e
avaliadas em microscopio confocal. Os anticorpos priméarios que
foram utilizados sdo: anti-nestina (IgG policlonal de cabra); beta
III tubulina (IgG monoclonal de camundongo); anti-sinaptofisina
(IgG policlonal de coelho)

7. Marcacio para rastreamento celular in vivo

Para rastreamento das MSC in vivo as células foram
marcadas com Qdots, o Qtracker Cell Labeling Kit (Invitrogen).
As células foram submetidas a agdo da tripsina (Ginbco),
suspendidas em meio de cultura (DMEM-LG/10% SFB) e
contadas. O protocolo a partir deste ponto segue o manual do
produto. Sucintamente preparou-se uma solucdo de marcacio
10mM misturando 1ul do componente A e B (Kit) a temperatura
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ambiente por 5 minutos. Foi adicionado 0,2ml de meio de cultura
de crescimento (DMEM-LG/10% SFB) e misturado sob agitacdo
vigorosa por 30 segundos. A solucdo contendo 1x106 células foi
adicionada a solu¢ao de marcacao, sendo levemente agitada a cada
5 a 10 minutos e incubada a 37°C por 45-60 minutos. Apds esse
periodo as células foram lavadas duas vezes com meio de cultura
de crescimento e submetidas a teste in vitro de permanéncia da
marcagdo, durante as geragdes posteriores ou foram lavadas com
PBS para posteriormente serem injetadas no animal.

ANIMALIS

Foram utilizados 12 coelhos fémeas, com idade entre 2
e 4 meses, da raga Nova Zeldndia, pesando entre 800 e 1900
gramas (média de 1135,60 gramas), provenientes da Granja RG.
Antes de serem incluidos no estudo, todos os animais foram
acondicionados em ambiente com temperatura constante (21°C).
Os animais apresentaram estado geral de satide bom, livres de
ecto e endoparasitas. Os procedimentos cirtrgicos no Niicleo de
Medicina Experimental foram realizados apds a constatacao do
perfeito estado de satide dos coelhos, de acordo com as normas da
Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO)
e as normas para o uso de animais em experimentos cientificos
estipuladas pelo Colégio Brasileiro de Experimenta¢ao Animal
(COBEA). O protocolo desse estudo foi submetido ao Conselho
de Etica do Nicleo de Medicina e Cirurgia Experimental e ja
aprovado sob o protocolo CEEA IB 15891. Todas as coelhas
foram pesadas e em seguida colocadas em gaiolas individuais,
marcadas com um numero de identificagdo (11 a 22). Para a
identifica¢do especifica de cada animal foi utilizada caneta
hidrografica, inscrevendo-se nas duas orelhas 0 mesmo nimero
da gaiola correspondente. As coelhas de 11 -16 foram incluidas no
lote A e de 17-22 no lote B. A seguir as coelhas foram anestesiadas
com uma mistura de Cetamina na dose de 50 mg.kg-1 e de
“Rompun”na dose de 5 mg.kg-1, aplicada por via intramuscular.
A anestesia tépica foi realizada instilando-se tetracaina a 0.5%
(1 gota/olho), apds a irrigagao dos olhos com solugao de cloreto
de s6dio 0.9%.

Neste estudo duplo cego, no qual o operador desconhecia
o tipo de solugdo empregada para o tratamento, as solugdes de
alcool absoluto e SF foi previamente preparada em seringa de
10 ml, por um profissional que nao participou dos procedimentos
cirdrgicos e nem das andlises laboratoriais. As duas solucoes (SF
e de dlcool) foram aspiradas aleatoriamente, em seringas iguais
e identificadas com os numerais 1 e 2. Para o experimento, 1 ml
da solucdo da seringa 1 foi aplicada no olho direito e 1 ml de
solucdo da seringa 2 no olho esquerdo na drea retrobulbar de
cada animal dos dois lotes. No 15° dia, nos dois olhos dos coelhos
do lote A, na regido retrobulbar foi feita a aplicagdao da solucao
contendo 1ml células-tronco mesenquimais de tecido adiposo
(MSC) marcadas com quantum dots (Qdots). Os animais do lote
B receberam solugdo de 1ml de PBS nos dois olhos também na
regido retrobulbar.

Ap6s 15 dias da aplicac@o retrobulbar de MSC ou PBS,
os animais foram entdo sacrificados e cada nervo 6ptico foi
fixado para andlise em laboratério. As andlises das laminas
foram executadas sem o conhecimento prévio do procedimento
cirdrgico e de qual lote de animais provinha o material de estudo.

INJECAO RETROBULBAR

Uma anestesia complementar tépica com colirio cloridrato
de tetracaina 1% (Allergan), 1 gota em cada olho foi aplicada
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ap6s sedacao dos animais. As pupilas foram dilatadas com 1 gota
em cada olho de colirio ciclopentolato 1% (Allergan). Apds a
colocagao do blefarostato, foi realizada uma incisdo com tesoura
de Wescott de 2mm na conjuntiva superior a 3mm do limbo para
permitir acesso a regido retrobulbar. Pela incisdo uma canula
curva, com ponta romba foi inserida no espaco tenoniano. A
identacao escleral realizada com a ponta da canula foi monitorada
oftalmoscdopicamente com aparelho oftalmoscépio indireto, até
atingir a borda papilar do disco 6ptico. A injecao da solugdo
preconizada (no 1° dia 1 ml de SF ou de alcool e no 15° dia de
solu¢do contendo células-tronco ou PBS) foi entdo efetuada no
espaco retrobulbar.

AVALIACAO CLINICA DOS ANIMAIS

As avaliagdes clinicas dos olhos dos animais foram realizadas
mediante utilizagdo de lampada de fenda (haag straigt) e estimulo
luminoso com lanterna direcionada diretamente para cada pupila
visando analisar a motilidade pupilar, antes dos procedimentos
via retrobulbar e no 1° 7° e 15° dias apés a aplicagdo retrobulbar
de cada olho dos animais. Observou-se hiperemia conjuntival
classificando-se como leve, moderada ou intensa, presenca ou
ndo de secre¢do ocular e reflexo pupilar.

SACRIFICIO DOS ANIMAIS

Ap6s 15 dias da aplicacdo retrobulbar de MSC ou PBS
e imediatamente apds o exame macroscopico de controle, os
animais receberam uma dose letal de tiopental a 3% (25 mg/kg
de peso vivo),injetada na veia marginal da orelha Imediatamente
ap6s o sacrificio do animal, os tecidos foram ressecados a partir
de uma enucleagdo do globo ocular. Com lamina de bisturi
n° 23 o nervo 6ptico foi extirpado e conservado em formalina
tamponada a 10%. Todos os frascos foram identificados para
posterior inclusdo do material em parafina.

PROCESSAMENTO DAS LAMINAS

Os tecidos fixados em formalina tamponada a 10% foram
processados em parafina e arquivados no Laboratério de
Hematologia e no Departamento de Anatomia Patolégica da
Faculdade de Ciéncias Médicas. Foram confeccionados blocos de
tecido parafinado e recortados transversalmente em espessura de
12 ym. As laminas confeccionadas foram analisadas e fotografadas
conforme processamento descrito a seguir:

METODO IMUNOHISTOQUIMICO

Os nervos 6pticos conservados em formalina tamponada
a 10%, foram transferidos para um tubo com solugdo de Sml
de dgua destilada e sacarose 10% e mantidos por 24hs, até a
saturacao do tecido. Os nervos 6pticos foram entdo imersos em
solugdo contendo sacarose 20% por mais 24 horas e fixados em
parafina a seguir.

CONFECCOES DAS LAMINAS

Os cortes dos tecidos foram realizados no sentido transversal
ao nervo ptico respeitando-se a espessura de 12 um. Utilizou-se
o aparelho de criostato do Departamento de Anatomia Patoldgica
da Faculdade de Ciéncias Médicas. Os cortes foram aplicados na
lamina previamente silanizada (aproximadamente 5 cortes por
lamina) até a total extin¢do do tecido. A seguir as l1aminas foram
analisadas e fotografadas utilizando-se microscépio confocal em
aumento de 10X, ganho de 854,9nm, laser 488 com intervalo da
banda de emissao entre 600nm até 700nm.



Monitorizagao de células-tronco mesenquimais injetadas via retrobulbar préximas ao nervo 6ptico lesados de coelhos 359

REesuLtADOS

Os resultados das andlises fenotipica, de estabilidade
cromossdmica e morfoldgica, das células tronco, estdo descritas
a seguir nas figuras 2 e 3.

As imagens dos olhos de 12 animais (24 olhos) adquiridas
com microscopia Optica confocal confirmam a presenca das
células-tronco em 100% dos olhos dos animais do lote A que
receberam células-tronco mesenquimais marcadas com Qdots e
mais intensamente em todos os olhos que sofreram neuropatia
Optica prévia com dlcool absoluto (figura 4). As imagens de todos
os controles negativos (lote B) estdo demonstradas na figura 5.

Avaliagao clinica dos animais: ap6s a lesdo do nervo éptico
com &lcool absoluto, todos os coelhos apresentaram hiperemia
conjuntival leve, presenga de secrecdo amarelada em pequena
quantidade. Durante o estimulo luminoso foi observado midriase
paralitica em todos os olhos esquerdos dos lotes A e B. O coelho
nimero 12 (lote A) apresentou dificuldade na locomocgio e
instabilidade de equilibrio. A hiperemia ocular observada nos
olhos dos animais desapareceu progressivamente durante os 15
dias ap6s a aplicac@o de alcool absoluto. Apés a infusdo de MSC
todos os coelhos tinham uma discreta reversao dos sintomas de
hiperemia, melhora motilidade fisica e apresentaram fotofobia e
miose ao estimulo luminoso nos olhos que antes apresentavam
midriase paralitica. A figura 6 demonstra o modo de pesquisa de
sensibilidade a luz e miose em um dos olhos do coelho 11. Este
método foi utilizado em todos os olhos dos coelhos conforme
descrito na metodologia deste estudo.

DiscussAo

No Brasil, a ocorréncia de casos de cegueira foi estimada em
0,4 20,5% da populacdo,ou seja,de 4 a 5 mil pessoas por milhdo de
habitantes. Considerando que no ano 2000 a populacdo brasileira
era de 160 milhdes de habitantes, o nimero de individuos cegos
nos préximos anos serd muito maior do que os 640.000 avaliados
naquele ano.?433D

Embora, na dltima década, as pesquisas com MSC tenham
trazido avancos significativos aplicdveis na terapia celular,
ainda ndo ha consenso quanto a alguns aspectos como: qual o
marcador celular ideal, a via de administracdo, a preferéncia por
determinado tipo celular, entre outros.

No presente estudo, na fase de acompanhamento pds-lesdo
do nervo éptico, buscou-se monitorar o comportamento das MSC
origindrias de tecido adiposo que foram aplicadas no espaco
retrobulbar. A detecc@o da presenca e da permanéncia das MSC
no tecido lesado tornou-se possivel em funcdo da marcagéo prévia
das células com Qdots. Os Qdots sdo nanoparticulas fluorescentes,
semicondutoras, adotadas mais recentemente para a obtencao de
bioimagens nos estudos experimentais in vitro e in vivo. Dentre
outras propriedades, como fotoestabilidade e luminescéncia,
apresentam boa resisténcia a degradacao quimica ou metabdlica
e minimos efeitos citotéxicos.

Os efeitos citotoxicos sdo dose dependentes e podem ser
atenuados com o uso de baixas dosagens destas nanoparticulas.®?
Muller-Borer e colaboradores® que usaram um modelo de
co-cultura, durante a andlise das imagens confocais, observaram
que o nimero de células marcadas com Qdots ndo se altera,
substancialmente, 72hs apds a marcagao. Por isso recomendaram
que, tanto nos estudos in vitro como in vivo, o transplante das
MSC marcadas com Qdots deve ser efetuado até 24 horas apds

a marcacao. Atualmente outros métodos para monitorizacio de
células tronco estdo sendo estudados. Assim, as MSC poderao
ser monitoradas facilmente apds o enxerto e diferenciagdo em
células do hospedeiro.®33%

No presente estudo a marcagdo com Qdots permitiu
confirmar a presenca e a distribuicdo das MSC ao redor do
nervo Otico nas laminas obtidas apds 15 dias da aplicagdo. O
periodo de 15 dias para a monitorizagdo das MSC foi adotado
em funcédo dos experimentos de Harting et al.*** que avaliaram
o comportamento de MSC e de células progenitoras usadas para
o tratamento de lesdo cerebral traumatica, em ratos. Nos relatos
de Harting e colaboradores! que utilizaram a via endovenosa
para a aplicacdo das MSC, aproximadamente 50% das células
que foram detectadas nos cérebros dos ratos, estavam presentes
na drea lesada ou na drea de penumbra, ou seja, préximos da
drea lesionada. Estas células representaram uma pequena fragao
daquelas que haviam sido aplicadas inicialmente. Os autores
relataram que cerca de 48 horas apds a infusao das MSC a maioria
das células permaneciam no pulmao. Aproximadamente, cerca
de 1,5% a 3,7% das células infundidas conseguiu atravessar o
pulmao e alcangar a circulagio arterial. Somente cerca de 0,295%
alcangaram a artéria carétida e uma quantidade muito pequena
(0,0005%) atingiu e permaneceu no parénquima cerebral.
Relataram também que na avaliagdo feita apos duas semanas da
aplicac@o o nimero de células que ainda permaneciam no cérebro
dos animais era muito pequeno, menor do que na avaliagdo inicial.

A via endovenosa para o transplante de MSC apresenta o
grande inconveniente da diminuicao significativa da populagao de
MSC transplantadas que alcangam seu local de agdo, em funcdo
da retencao de células ao longo da circulagao sistémica, sendo o
pulmio a principal barreira.®

Justifica-se a busca de outras vias de administragdo mais
eficientes, que possam prescindir da circulacdo sistémica. Harting
e colaboradores® que aplicaram as MSC diretamente no tecido
cerebral, relataram que na avaliacdo efetuada 2 dias apds a
aplicagdo, quase todas as células transplantadas localizavam-se ao
redor do local da injec@o. No entanto, na andlise efetuada apds 2
semanas ja havia dispersao das células transplantadas.

No presente estudo, optou-se pela via retrobulbar e na
andlise das laminas correspondentes aos 15 dias apds a aplicacao
das MSC constatou-se que havia quantidade significativa de
células distribuidas na drea de penumbra, ou seja, ao redor da drea
lesionada do nervo dptico e em seu interior, um comportamento
semelhante ao relatado por Harting e colaboradores,®® quanto
a distribuicdo de MSC no tecido cerebral.

E importante destacar que havia MSC no interior do
nervo éptico, em niimero significativo (figura 4). Uma provével
explicacdo € que a aplicag¢@o no espago retrobulbar possibilita que
a quase totalidade das células aplicadas alcance o seu local de acao.

A presenca, em quantidade significativa, das MSC nas
dreas mais centrais do nervo ptico sugere também, que quando
depositadas proximamente as dreas vascularizadas peri-neurais,
essas células acessam mais facilmente a por¢ao mais interna do
nervo éptico (artéria central da retina) fator que representa uma
segunda vantagem da técnica de aplicagdo no espago retrobulbar.

Na avaliacdo aos 15 dias, chamou a ateng@o a presenca
de MSC nos olhos dos animais do grupo A que receberam soro
fisiol6gico (figura 4). Este achado pode ser atribuido a eventual
agressao local provocada pela aplica¢do da solugdo fisiologica
no espaco retrobulbar. A permanéncia das MSC no entorno do
local da aplicagdo pode significar que a resposta inflamatdéria a
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agressdo direcionou a migracdo e a permanéncia destas células na
area lesada. Este comportamento também observado nos olhos
dos animais que receberam alcool absoluto sugere ser esta a via
de drenagem e de defesa natural do nervo 6ptico (figura 4).

A opcao pelo tecido adiposo como fonte de MSC foi norteada
pela facilidade de obten¢@o em quantidades significativas tendo
em vista a frequéncia com que sdo realizados os procedimentos de
lipoaspira¢ao em nosso meio. Considerou-se ainda os resultados de
Manzini e colaboradores(37) e de outros autores, que indicaram o
tecido adiposo como uma excelente fonte de MSC.(%1%37 O tecido
lipoaspirado quando submetido ao processo de digestdo resulta
em uma fracao vascular contendo uma populagado heterogénea de
células derivadas do sangue (granuldcitos, mondcitos, linfécitos
e células hemopoiéticas), estroma de células adiposas, células
endoteliais progenitoras,células progenitoras de pericitos, pericitos
e fibroblastos, entre outras.®”

Manzini et al.®” compararam a habilidade e a eficacia de
MSC obtidas de tecido adiposo, de corddo umbilical e de medula
dssea quanto a diferenciacdo em células semelhantes a hepatécitos
e também quanto a capacidade de regenerar o parénquima
hepdtico quando transplantadas como células indiferenciadas.
Os autores concluiram que o tecido adiposo é uma excelente
fonte de MSC e que quando obtidas de tecido adiposo podem ser
consideradas como células de escolha para a terapia regenerativa
do tecido hepdtico. No presente estudo, foram adotados a mesma
fonte e o método de preparo para a obtencao das MSC.

A capacidade de proliferagao das MSC, além das proprie-
dades imunomoduladoras e plasticidade, sua capacidade em
diferenciar na linhagem mesodérmica, assim como em outras
células como mioblastos, cardiomiocitos, células neuronais
e hepatdcitos, sugerem ser uma promessa para a medicina
regenerativa. Devido a sua biocompatibilidade, também podem ser
aplicadas durante o crescimento celular em meios de cultura.>*®

Um protocolo para geracdo de um epitélio da coérnea
funcional e transplantdvel derivado de células-tronco pluripotentes
induzidas por humanos (iPS) foi iniciado no Japao e o primeiro
transplante de cornea proveniente de células tronco pluripotentes
ja foi realizado com sucesso.?”

A possibilidade de regeneracdo de células neuronais traz
para a oftalmologia, a esperanca de diminuir os indices de baixa
visdo na populacdo mundial, um aspecto de grande relevancia,
uma vez que a cegueira é um fator limitante para qualquer ser
humano. %3

CONCLUSOES

A constatacdo de migracdo das MSC marcadas com
Qdots para as por¢des mais internas do nervo Optico sugere a
preservagao da vitalidade das mesmas.

O modo de aplicagao retrobulbar, permitiu que quantidades
significativas de MSC atuassem localmente nas dreas lesionadas.

A proximidade das MSC com dreas vascularizadas na regiao
peribulbar permitiu o acesso das mesmas a por¢ao mais interna
do nervo 6ptico (artéria central da retina), sendo esta,a provavel
via de acesso das MSC para todas as dreas em sofrimento.

A facilidade na obtencdo das células-tronco a partir do
tecido adiposo, estimula a necessidade de estudos que definam
a eficdcia dos métodos de preservagao destas células e da sua
atuacdo nos tecidos lesados.

A permanéncia das MSC apés 15 dias de aplicacao
retrobulbar na area analisada, sugere um possivel indicador de
vitalidade celular e atividade regeneradora do tecido neural.
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Os diferentes métodos descritos na literatura para
monitorar as MSC transplantadas,aumentam consideravelmente
a capacidade de compreender os mecanismos que controlam a
morte de MSC, de identificar fatores tréficos e vias de aplicagdo
que melhoram o enxerto das mesmas.
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Figura 2: Caracterizacdo das MSC e andlise da estabilidade dos
resultados genéticos. (A): andlise de citometria de fluxo demonstrou
que na 4° passagem, 96,95% das células foram positivas para CD90,
CD105, CD73 e CD29. Os demais marcadores, CD45, HLA, DR,
CD34, CD14 a STRO-1, foram menores que 1% (B): A atividade
a enzima Telomerase, foi alta na 4° passagem, e foi diminuindo
nas passagens seguintes demonstrando uma baixa capacidade de
instabilidade. (C): (I) Analise do caridtipo das MSC na 8° passagem;
(IT) Analise do caridtipo das MSC na 10° passagem. A analise
citogenética nao demonstrou nenhuma anormalidade demonstrando
estabilidade genética.

Figura 3: Diferenciacdo das MSC, da linhagem mesodérmica,
diferenciacdo do hepatdcito e andlise funcional das DHLCs,
armazenamento de glicogénio, absor¢do de ICG: (A): UCB, (B): AT
e (C): BM e MSC indiferenciadas (U-MSCs) mostram a morfologia
fibroblastica. Imagens de diferenciagdo das AT U-MSC em linhagem
mesodermica exemplificando as 3 diferentes fontes de diferenciacao.
(D): AT U-MSCs sofrem diferenciagao para a linhagem adipogénica,
confirmado pela presencga de goticulas de gordura coradas com
6leo vermelho. (E): AT U_MSCs sofrem diferenciagdo osteogénica
confirmadas pela mineralizagdo, armazenamento de cdlcio, coradas
com alizarina vermelha. (F): AT U-MSCs sofrem diferenciagdo
condrogénica confirmado pela presenca de condrdcitos corados com
sirius vermelho, resorcina e fucsina.
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Figura 4: Microscopia confocal: nervo 6ptico do lote A. Coelhos que receberam células-tronco com Qdots. A imagem superior esquerda
demonstra a presenga das células-tronco registradas na cor vermelha; A imagem superior direita corresponde apenas ao nervo 6ptico e a

imagem inferior esquerda corresponde a superposi¢cdo das duas imagens superiores.
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Figura 5: Microscopia confocal: nervo 6ptico do coelho do lote B que receberam PBS. A imagem superior esquerda demonstra a presenca
de PBS registrado na imunofluorescéncia; A imagem superior direita corresponde apenas ao nervo éptico e a imagem inferior esquerda
corresponde a superposi¢ao das duas imagens superiores

Figura 6: Anlise do reflexo pupilar a luz. Foto superior: OE do Coelho 11 no 15° dia ap6s a aplicacao das MSC antes do estimulo luminoso. Abaixo o
mesmo olho durante o estimulo luminoso apresentando miose e fotofobia.
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