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RESUMO

Objetivos: avaliar a funcionalidade da retina apos o transplante de células mononucleares da
medula 6ssea (CMMOs) em um modelo experimental de degeneracao retiniana induzida com

iodato de sodio (NalOs).

Meétodos: as células para o transplante foram obtidas de camundongos transgénicos GFP'. A
degeneracdo retiniana foi induzida com a administra¢do intravenosa de 25 mg/kg de NalO;
em camundongos C57Bl1/6. Trés dias apods a indugdo da lesdo os grupos de animais (n=6 para
cada grupo) receberam, via infusdo intracarotidea, transplante de 1x10° CMMOs ou 1x10°
CMMOs lisadas com nitrogénio liquido. Animais que receberam solucdo salina serviram
como controle. No 7° e no 16° dia apds a infusdo, a funcionalidade da retina dos animais foi
avaliada com eletrorretinografia (eletrorretinograma - ERG). Foram realizados processamento

histologico e PCR para analise.

Resultados: a amplitude e o tempo implicito das componentes a ¢ b do ERG mostraram
alteracdo significativa quando comparados os periodos pré-lesdo e 2 dias pos-lesdo. Os ERGs
obtidos no 7° e 16° dia apds o transplante ndo apresentaram diferenca significativa nos
parametros avaliados quando comparados os tratamentos entre si, e cada tratamento ao longo
do tempo. O resultado da PCR foi positivo para 1 hora ¢ 16 dias apos a infusdo de células

mononucleares. A analise histologica da retina mostrou lesdes severas na retina central.

Conclusées: o modelo de lesdo retiniana com o NalO; se mostrou capaz de induzir lesdo de
grande extensdo e gravidade. Ndo houve recuperacdo dos potenciais do ERG apods o
transplante de CMMOs. No entanto, a presenca das CMMOs na retina, ap6s infusdo carotidea,
incentiva novos estudos para investiga¢ao da possibilidade de regeneracdo retiniana com estas

células e do seu potencial terapéutico.

Descritores: retina, eletrorretinograma, células mononucleares da medula 6ssea, infusdao

intracarotidea, camundongo.



ABSTRACT

Objectives: evaluation of retinal function after transplantation of bone marrow mononuclear

cells (BMMCs) in sodium iodate model of retinal degeneration.

Methods: the BMMCs were obtained from GFP" transgenic mice. The retinal degeneration
was induced with intravenous administration of 25 mg/kg in C57Bl/6 mice (n=18). Three
days after injury animals received transplants via intracarotideal infusion of bone marrow
mononuclear cells, or bone marrow mononuclear cells lysed with liquid nitrogen. Animals
that received saline served for control. For assessing retinal function, electroretinography was
performed in 7 and 16 days after transplantation. Histological analysis of retinal injury was
performed on the day 16. The migration and incorporation of transplanted cells was evaluated

with PCR 1 hour and 16 days after transplantation.

Results: the amplitude and implicit time of b-wave and a-wave were significantly different
when comparing the pre-injury and 2 days after sodium iodate. The averages after treatment
showed no significant difference between groups or in different time points in each treatment.
The PCR were positive in both right and left eyes for 1 hour and 16 days after transplantation.

Retinal histology analysis showed severe damage in the central retina.

Conclusions: the model of retinal degeneration used was capable of inducing large retinal
lesion size and severity. No potential electroretinogram recovery was detected after
transplantation of BMMCs. However, the presence of BMMCs in the injuries sites after
carotid infusion encourages further studies to investigate the possibility of retinal regeneration

of these cells and their therapeutic potential.

Keywords: retina, bone marrow mononuclear cells, intracarotid infusion, electroretinogram,

mice.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 DEGENERACAO RETINIANA

Algumas doengas que afetam a retina — tecido nervoso que reveste internamente o
fundo do olho — caracterizam-se pela degeneracao progressiva do tecido. Até o momento nao
ha tratamento curativo ou reversivel. As degeneracdes retinianas podem ter origem nas células
fotorreceptoras da retina ou em tecidos adjacentes a ela, como o epitélio pigmentar da retina
(EP) e a cordide (MARC et al., 2003).

Retinose pigmentar (RP) ¢ o termo dado a um amplo grupo de doencas hereditarias
caracterizadas principalmente pela degeneracdo dos fotorreceptores. A maioria dos casos de
RP esta relacionada a degeneracdo dessas células exclusivamente, embora muitos dos casos
estejam associados a alteragdes em estruturas nao oculares, constituindo as sindromes, como a
sindrome de Usher e a sindrome de Bardet-Biedl. O padrdo de hereditariedade da RP pode ser
autossémico-dominante (30 a 40 % dos casos), autossomico-recessiva (50 a 60%), ou ligado
ao cromossomo X (5 a 15%). Padrdes ndo mendelianos ja foram reportados, mas remetem a
uma pequena proporcao dos casos (HARTONG et al., 2006). A RP esté associada a mutacdes
em varios genes especificos de fotorreceptores e de células do EP. A mutagdo pode se originar
na estrutura e transducdo de genes (PHELAN e BOK, 2000). Mutagdes no gene
periferina/RDS (gene relacionado a degeneracdo lenta da retina - retinal degeneration slow),
por exemplo, levam a fenotipos clinicos diferentes em pacientes diagnosticados com retinose
pigmentar ou degenera¢do macular — outra doenca degenerativa da retina (JACOBSON et
al., 1996; KEMP et al., 1994). A periferina ¢ uma glicoproteina encontrada nos segmentos
externos de cones e bastonetes. Delecdes ou inser¢cdes nos cddons do gene periferina/RDS
podem resultar na termina¢do prematura dos cédons e produzir o truncamento da molécula.
Apesar dos fenotipos clinicos diferentes, as mutacdes desse gene promovem as mesmas
alteracdes fisiologicas: diminuicdo da velocidade de adaptacdo ao escuro de cones e
bastonetes, formacdo de depodsitos no espago subretinal e redugdo da resposta dos
fotorreceptores (JACOBSON et al., 1996)

Em todo o mundo a RP afeta mais de um milhdo de pessoas (SHINTANI et al., 2009)
e sua prevaléncia ¢ de 1:4000. Pode existir uma variabilidade consideravel no progndstico:
alguns pacientes tornam-se cegos ao redor dos 30 anos de idade e a maioria ¢ considerada

legalmente cega aos 60 anos. Tipicamente, os pacientes desenvolvem dificuldade com
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adaptacdo ao escuro e cegueira noturna na adolescéncia, perda da visdo periférica quando
adultos jovens e perda adicional da visdo central além de atenuagdo arteriolar da retina nos
estagios avangados (BERSON, 2007).

As estratégias terapéuticas empregadas no tratamento de pacientes com RP visam
retardar a degeneragdo ¢ melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Essas estratégias sdo
baseadas, principalmente, na suplementagdo alimentar, por exemplo, com Vitamina A. Dentre
os alvos do tratamento com a suplementagcdo vitaminica estdo a protegdo contra estresse
oxidativo e a manuten¢do da integridade da cordide e dos vasos da retina (HARTONG et al.,
2006).

A degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI), outra doenca degenerativa da
retina, comum em pacientes adultos, ¢ a maior causa de cegueira no mundo. A progressao da
DMRI envolve multiplos fatores genéticos e ambientais. O depdsito de residuos nao
fagocitados pelo EP, na regido da macula, ¢ a primeira evidéncia do inicio da DMRI (YUAN
et al., 2010).

A DMRI pode se manifestar lentamente, quando células do EP degeneram na regido
da macula (forma seca), ou pela perda imediata da visdo decorrente da neovascularizacdo
(forma exudativa) (revisado por NILSSON, 2006). A neovascularizagdo refere-se ao
crescimento de novos vasos a partir da coroide. Neste caso, as células endoteliais que formam
as paredes dos vasos proliferam e migram de forma aberrante, podendo atravessar a
membrana de Bruch’s, o epitélio pigmentar e alcangar a retina neural. A neovascularizagio
pode causar sérias hemorragias, descolamento do EP ou da retina e ocasionar o aparecimento
de cicatrizes (BRESSLER, 2009).

Tal como a RP, a DMRI nao possui tratamento curativo. Dentre as principais medidas
terapéuticas utilizadas para prevenir lesdes a retina de pacientes com DMRI, estdo multiplas
injecdes intravitreas de agentes anti-VGEF (VGEF ¢ um fator de crescimento do endotélio
vascular) (DAVIS et al., 2010) e foto coagulagdo dos micro vasos por laser (NILSSON,
2006).

1.1.2 Organizacao Celular da Retina

A retina € estruturada em camadas celulares (figura 1), situando-se os fotorreceptores,

células receptoras da retina, na camada mais externa. Nessa camada, ocorre a transducdo do
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estimulo luminoso em sinal elétrico que percorre as camadas mais internas até as células
ganglionares, que por meio de potenciais de ag¢do, enviam os sinais visuais para o encéfalo

(WASSLE e BOYCOTT, 1991).

Camada Ganglionar

Camada Nuclear Interna
Camadas

Plexiformes Interna
____ Camada Nuclear Externa

e Externa
Membrana de Bruch's

Cordide :
Epitelio Pigmentar

Esclera

Figura 1- Figura esquematica mostrando a organizacio estratificada da retina. Adaptado de YUAN et al.

(2010).

Os fotorreceptores bastonetes, altamente sensiveis a luz e utilizados na visdo noturna,
e os fotorreceptores cones, menos sensiveis, utilizados na visdo diurna, possuem uma
estrutura semelhante entre si. A por¢do apical dessas células ¢ formada pelos segmentos
externos e internos. Nos segmentos internos ocorre a geragdo de ATP e a manutencdo dos
gradientes transmembranicos dos ions sodio e potassio pela bomba soddio/potassio. Os
segmentos externos sdo formados por discos membranosos que contém os pigmentos visuais
capazes de absorver a luz. Em humanos, o unico tipo de pigmento visual existente nos
bastonetes, chamado de rodopsina, possui absor¢do maxima em comprimento de onda de luz
de 507 nm, enquanto que nos cones ha trés tipos de fotopigmentos com absor¢do maxima nos
comprimentos de onda de 430, 535 e 565 nm. O pigmento visual é constituido por uma
proteina transmembrana ¢ um cromoéforo (11-cis retinal). A absor¢do da luz pelos pigmentos
inicia o Ciclo Visual, uma cascata de eventos bioquimicos que leva a decomposi¢do dos

pigmentos a estados intermediarios pouco sensiveis a luz e sua posterior regeneragdo. Os
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eventos relacionados ao Ciclo Visual promovem o fechamento de canais iOnicos nos
segmentos externos dos fotorreceptores bloqueando a entrada de ions sédio e célcio (revisado
por AZEVEDO, 1996).

O mecanismo de fototransducdo inicia-se com a absor¢do de luz pelo pigmento visual
e culmina na hiperpolarizagdo da membrana dos fotorreceptores decorrente do fechamento de
canais i6nicos. Duas categorias fundamentais de células bipolares, com as quais os
fotorreceptores fazem sinapses sdo chamadas células bipolares ON e células bipolares OFF.
Os bastonetes formam sinapse com células bipolares de bastonetes ON, sendo que os cones
formam sinapses com células bipolares de cones ON e OFF. Em resposta a um rapido
aumento da iluminagdo, as células bipolares ON despolarizam, enquanto que as bipolares
OFF hiperpolarizam. Essas funcdes de interacdo de bastonetes e cones com células bipolares
sdao mediadas pela liberagcdo continua de neurotransmissores glutamato nas fendas sinapticas
entre essas células, com uma razdo de liberagdo que reduz em funcdo da hiperpolarizacao
induzida por luz (KOLB e MARSHAK, 2003).

Adjacente a camada dos fotorreceptores esta a camada nuclear interna, composta por
interneuronios que incluem aproximadamente quatro tipos de células horizontais, onze tipos
de células bipolares e trinta tipos de células amacrinas. A camada mais interna ¢ composta por
pelo menos vinte tipos de células ganglionares, cujos axénios formam o nervo Optico. Esses
nimeros variam de acordo com a espécie analisada. Entre as camadas de corpos celulares,
encontram-se as camadas de conexdes sinapticas, camada plexiforme externa e camada
plexiforme interna. Além da retina captar o estimulo luminoso, sua rede de circuitos permite
processar parte da informagao visual (KOLB e MARSHAK, 2003).

Externamente aos fotorreceptores fica o EP, uma monocamada de células epiteliais
cuboides, pigmentadas, adjacentes aos fotorreceptores em sua porgdo apical, e 8 membrana de
Bruch’s em sua porcao basal. Dentre as principais fungdes deste tecido estdo: formagdo da
barreira sangue-retina, adesdo da retina neural, diminui¢do do espalhamento de luz, protegdo
contra estresse oxidativo, fagocitose dos segmentos externos dos fotorreceptores, regeneracao
do 11-cis-retinaldeido no ciclo visual, sintese e manuten¢do da matriz extracelular dos
fotorreceptores, transporte de metabolitos entre fotorreceptores e circulacdo coroidal, balango
da concentragdo de ions sodio e potassio, sintese e secrecdo de fatores troficos
(MECKLENBURG ¢ SCHRAERMEYER, 2007).

A citoarquitetura final da retina resulta de uma série de processos bem definidos de
sinaliza¢do celular, extrinseca e intrinseca, espacial ¢ temporalmente coordenados durante o

periodo de desenvolvimento, que regulam a proliferagdo e diferenciagdo de células com
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capacidade de se auto-renovar e gerar novas células (KLASSEN, 2006). Em mamiferos ndo
ha producdo continua de novas células ao longo da vida, sendo a retina incapaz de se
regenerar no individuo adulto. No entanto, células do epitélio pigmentar da retina obtidas da
margem ciliar (que reveste o corpo ciliar — figura 3A) de camundongos, quando mantidas em
cultura, sdo capazes de gerar colonias de células esféricas pigmentadas e ndo pigmentadas
(TROPEPE, 2000).

A imunomarcacao das células ndo pigmentadas, geradas a partir de células da margem
ciliar de camundongos, mostrou que elas expressam CHX10, um marcador para células
progenitoras (células com potencial de diferenciagdo restrito) neurais da retina, ¢ nestina,
marcador para filamentos intermediarios celulares encontrados no SNC durante o periodo de
desenvolvimento embrionario. Quando mantidas em meios de cultura que induzem
diferenciagdo celular, estas células expressaram marcadores especificos de células da retina
neural, tais como células bipolares, fotoreceptores e células Miiller. Assim, pode-se considerar
que existe uma pequena quantidade de células-tronco retinianas, mantidas quiescentes
provavelmente por fatores ambientais inibitorios, na margem ciliar da retina de mamiferos
(TROPEPE, 2000). A retina de humanos adultos, incluindo a pars plana (regido posterior do
corpo ciliar — figura 3B), quando cultivada in vitro em meios suplementados, apresenta
células progenitoras neurais, principalmente em por¢des proximas a ora serrata (porcao
adjacente ao corpo ciliar — figura 3B). Apos dissociacdo desse tecido, e cultivo das células,
sdo geradas neuroesferas contendo células marcadas para nestina (filamentos intermediarios
encontrados no SNC durante o periodo de desenvolvimento embrionario, utilizados para
identificar células progenitoras neurais), células de linhagem glial, neural e fotorreceptoras
(MAYER et al., 2005). Apesar dos estudos com cultivo de células da regido ciliar levantarem
a possibilidade de transplante autélogo em pacientes, para repor as células perdidas, a
capacidade de diferenciagdo das neuroesferas em fotorreceptores, in vitro, ainda ¢ discutida.
GUALDONI et al. (2010) mostraram que as esferas geradas a partir do epitélio do corpo ciliar
de camundongos, quando cultivadas em meios que induzem diferenciacdo, sdo incapazes de

ativar o promotor do gene Nr/ que € essencial para diferenciagdo de bastonetes.
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Figura 2 - Localizacio dos tecidos adjacentes a retina neural que podem abrigar células progenitoras. A-
Representagdo esquematica de corte sagital de olho de mamifero. No detalhe observa-se a regido da margem
ciliar. Adaptado de TROPEPE et al. (2000). B- Vista interna do olho humano apo6s corte transversal e dissecagdo
dos segmentos anteriores, da iris e do cristalino. Estdo localizadas as areas pars plana, corpo ciliar e ora serrata.
Retirado de Skeie & Mahajan (2011).

1.2 CELULAS-TRONCO E DEGENERACAO DA RETINA

A terapia celular com células-tronco gera grande expectativa em torno das doengas
degenerativas do sistema nervoso central (SNC), como a doenga de Parkinson (YASUHARA
et al., 2006) e a doencga de Alzheimer (WU et al., 2008), bem como doencas degenerativas da
retina (LI et al., 2006).

O potencial beneficio da terapia celular com células-tronco pode resultar de mais de
um mecanismo. Pesquisas experimentais apontam que as células-tronco podem atuar na

reposicao celular, por adogdo do fendtipo das células que foram danificadas, na liberagdo de
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fatores troficos, que atuam na sinaptogénese, angiogénese, protecdo contra apoptose, inducao
de neurogénese enddgena ou na imunomodulagcdo (WALKER et al., 2009).

As células-tronco representam uma populacdo de células com caracteristicas
especificas, como capacidade de se autoregenerar e potencial para assumir diversas linhagens
celulares. Sao as unidades estruturais durante o desenvolvimento embrionario, denominadas
entdo de totipotentes quando provenientes do blastocisto, podendo originar células das trés
camadas germinativas: mesoderma, endoderma e ectoderma (KRAUSE et al., 2001). Nos
tecidos maduros as células-tronco, denominadas pluripotentes, sdo indiferenciadas e possuem
a capacidade de gerar células de diferentes orgdos e tecidos (MORRISON et al., 1997).

A medula 6ssea é uma fonte permanente de células-tronco. A fracdo de células
mononucleares da medula 6ssea (CMMOs) contém as células-tronco hematopoiéticas,
responsaveis pela formacao de todos os tipos de células sanguineas do corpo (KORBLING et
al., 2003), as células-tronco mesenquimais, ou estromais, que podem gerar células de diversos
tecidos inclusive tecido nervoso, e as células progenitoras endoteliais, comprometidas com a
diferenciagao em células endoteliais (JOYCE et al., 2010).

Nas pesquisas com experimentacdo animal, observa-se que o desfecho apos
transplante de células-tronco pode ser dependente da linhagem da célula enxertada, da via do
transplante e do ambiente (milieu) celular durante o quadro degenerativo.

Entre os aspectos positivos da utilizacao de células-tronco da medula dssea estdo a alta
capacidade de diferenciacdo, facilidade de obtencdo e expansdo, grande capacidade de
migracdo para areas lesionadas e pouco risco de rejeicdo pelo transplante autdlogo
(CASTENHEIRA et al., 2008; TOMITA et al., 2006). Em modelos de lesdo retiniana, apds
incorporagdo na retina neural, as células transplantadas expressaram marcadores vimentina
(para células gliais), calbidina (para cé€lulas horizontais e amacrinas), GFAP (para células
Miiller, principais glias da retina) e rodopsina (marcador para bastonetes) (CASTANHEIRA
et al., 2008; TOMITA et al., 2002) e RPE-65 (para células do EP) (LI et al., 2006).

Em humanos, a capacidade de migracdo das células-tronco da medula 6ssea mostra-se
dependente das interagcdes das células com a quimiocina SDF-1 (Fator derivado de células
estromais) por meio de seu receptor CXCR4 (LAPIDOT e PETIT, 2002). Em um modelo de
degeneracdo da retina, a quimiocina SDF-1 ja foi descrita dentre os principais agentes
responsaveis pela migragdo de células transplantadas para o espago subretinal. Quando a
expressdo de SDF-1 por células do epitélio pigmentar foi avaliada por um periodo de uma
semana, verificou-se que a expressdo da quimiocina foi maior no terceiro dia apds a indugao

da degeneragdo (LI et al., 2006). No entanto, outro estudo, que utilizou o mesmo modelo em
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camundongos, ndo encontrou aumento da expressao de SDF-1 no periodo avaliado 1, 3, 7 e
14 dias ap6s a inducdo da degeneracdo (HARRIS et al., 2006).

Muitos trabalhos experimentais que realizaram transplante de células-tronco na retina
utilizaram transplante intraocular (subretinal ou intravitrea) das células (CASTANHEIRA et
al., 2008; TOMITA et al., 2002). Apesar de o transplante local facilitar a migrag¢do das células
ao sitio da injuria, a administragdo sistémica ¢ vantajosa por ser menos invasiva, considerando
o potencial para a utilizacdo clinica.

No entanto, a utilizagdo da via venosa apresenta uma dispersdo das células pelos
orgdos sistémicos como figado, bago, pulmao (LI et al., 2006). Em decorréncia disso, estudos
relatam baixa taxa de migragdo de células-tronco da medula 6ssea para a retina neural apds
transplante intravenoso (LI et al., 2006; HARRIS et al., 2006; ENZMANN, 2003).

A infusdo intracarotidea permite a migracdo de niveis significativos de células. Em
modelos de isquemia com ratos, a infusdo intracarotidea de células-tronco da medula dssea
permitiu a incorporacdo no encéfalo e posterior deteccdo dessas células, enquanto que as
células infundidas pela veia femoral ndo foram detectadas (WALCZAK et al., 2008).

O ambiente celular da retina em degeneracdo sofre alteragdes na composicao quimica
de moléculas soluveis e ions, arranjo da matriz extracelular, remodelamento do contato
célula-célula e formacao de novos circuitos. Na retina em processo degenerativo, as células
remanescentes podem sofrer migragdo devido ao espraiamento das células Miiller, o que
constitui um “corredor” para migragdo de outras células (JONES e MARC, 2005;
SULLIVAN et al., 2003). Em estagios avancados de retinose pigmentar em humanos, foi
observado que o espago antes ocupado por neurdnios era preenchido por células de Miiller, e
que a camada de células ganglionares apresentava-se coberta por terminagdes hipertrofiadas
dessas células (MARC et al., 2003).

Por isso, o ambiente celular retiniano ¢ um fator-chave, envolvido ndo apenas no
processo de migragdo, como também na sobrevivéncia e atuagdo das células transplantadas.
Lesdes no tecido podem criar ambientes hostis a geracdo e sobrevivéncia de novas células, e
ainda terdo influéncia direta sobre a funcionalidade destas (JONES ¢ MARC, 2005).

Nesse sentido, quando a incorporagdo de células transplantadas ndo ¢ permanente,
moléculas liberadas ou presentes nessas células podem ser capazes de promover reacdes no
tecido. A secrecdo e fatores neurotroficos pelas células transplantadas pode ser usado para
estimular as células progenitoras da margem ciliar a regenerar as c¢lulas da retina e proteger
os neurdnios remanescentes (OTANI et al., 2002, 2004). Um efeito protetor do fator de

crescimento de fibroblasto nm-haFGF foi descrito apds ser administrado intravitrealmente em
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modelos de lesdo retiniana com iodato de sodio (CHEN et al., 2009). Além desse fator, o fator
TFPI-2, conhecido por estimular a proliferagdo do EP, apos ser injetado no vitreo de coelhos
tratados com iodato de so6dio, mostrou efeito tréfico e proliferativo para as células do EP

(OBATA et al., 2005).

1.3 MODELO EXPERIMENTAL DE DEGENERACAO RETINIANA

Diante dos desafios na busca de novas terapias e melhor compreensdo das bases
celulares e moleculares envolvidas nas doencas degenerativas da retina, a experimentacdo
animal se faz necessaria e desempenha um importante papel nas pesquisas biomédicas. O
camundongo ¢ muito utilizado como modelo na pesquisa basica sobre retina, seja para a
caracterizacdo do papel de genes especificos, de mecanismos envolvidos na disfungdo e
degeneracdo da retina, ou de estratégias experimentais para deter a progressdo de doencas
(PEACHEY e BALL, 2003).

A retina de camundongos possui a topografia basica comum aos mamiferos em relagdo
a sua estruturacdo em camadas. Porém, nesses animais, a retina apresenta algumas
particularidades. Nos camundongos, a retina ndo possui a regido da fovea, como a maioria dos
mamiferos. Essa ¢ uma regido especializada responsavel pela alta resolugdo visual e por
coordenar os movimentos da cabeca e/ou dos olhos para que a imagem de um objeto seja
focalizada sobre ela (WASSLE E BOYCOTT, 1991). Os cones de camundongos podem
expressar dois tipos de pigmentos: um com sensitividade a ondas curtas, UV (350-360 nm), e
outro a ondas médias, M (510nm). No entanto, a maioria dos cones expressa as duas opsinas
(GOURAS E EKESTEN, 2004). Os bastonetes, que somam mais de 96% do total de
fotorreceptores da retina de camundongos, possuem um pigmento capaz de absorver radiagdo
no espectro centrado em 500 nm, bastante parecido com humanos (SASZIK et al., 2002;
LYUBARKY et al., 1999). A figura 3 mostra as curvas de sensitividade de cones e

bastonetes de camundongos, obtidas por eletrorretinografia.
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Figura 3 - Curvas de sensitividade dos fotorreceptores de camundongos obtidas por eletrorretinografia.
A- Sensitividade espectral de bastonetes com pico em um comprimento de onda de 500 nm. B- Sensitividade
espectral de cones com picos em comprimentos de onda de 355 nm e 508 nm, Dados normalizados para uma
sensitividade igual a 1 em 500 nm. Adaptado de LYUBARSKY et al. (1999).

Além de estar presente nos modelos transgénicos, a degeneragdo retiniana em
camundongos pode ser induzida com uso de substancias toxicas, como o iodato de sddio
(NalOs3), um oxidante quimico com efeito seletivo no EP. Essa substancia diluida em solucgao
fisiologica, administrada intravenosamente, ¢ empregada como agente toxico em modelos
animais para estudo da fisiologia da retina desde a década de 50 (NOELL, 1953). O iodato de
sodio ja foi utilizado para estudo da fisiologia da retina e do EP (ASHBURN et al., 1980;
KORTE et al., 1984), da barreira sangue-retina (SEN et al., 1992; ZHANG et al., 2005), e de
modelos de degeneracao retiniana (HARRIS et al., 2006; KORTE e WANDERMAN, 1993).

Os efeitos toxicos do iodato de sodio no EP iniciam-se nas primeiras horas apos a
administracdo. Em camundongos tratados com essa substancia, analises histologicas e ultra-
estruturais das células epiteliais mostraram inchago de organelas citoplasmaticas em um

periodo de 6 horas, redu¢do no nimero de células em 12 horas e auséncia de microvilosidades
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em 24 horas. Apods esses eventos ocorre grande reducao no nimero dessas células. Resultados
de analises do método TUNEL - utilizado nesse caso para detectar apoptose - foram
negativos, indicando que, neste modelo, as células do EP morrem por processo de necrose
(KIUCHI et al., 2002).

A necrose do EP provoca altera¢des na retina e em tecidos adjacentes. Nas regides em
que o EP permanece inalterado, a retina e outros tecidos apresentam estrutura normal,
caracterizando esse modelo como um modelo de degeneragdo em areas circulares (patches)
(ENZMANN et al., 2006; KORTE et al., 1984; KORTE, 1989). A extensdo dessas areas de
degeneracdo é dose e tempo-dependente. O uso de concentragdes de 35, 50 ¢ 70 mg/kg de
iodato de sodio em camundongos mostraram padrdes diferentes na captagdo da
autofluorescéncia do epitélio pigmentar (autofluorescéncia dos granulos contendo melanina e
lipofuscina), visto sob microscopio confocal. As areas com auséncia de autofluorescéncia
foram maiores quanto maior foi a dose utilizada (ENZMANN, Row et al., 2006).

Um processo de regeneracao do EP foi observado por FRANCO et al. (2009) por meio
da detecg@o de autofluorescéncia. Foi possivel verificar uma repopulacdo significativa do EP
trés meses apds administracdo de 15, 25 e 35 mg/kg. No entanto, em outro estudo, apds
administracdo de 50 mg/kg de iodato de s6dio em camundongo ndo foi visivel qualquer
recuperacao da autofluorescéncia do EP em um periodo de seis meses (ENZMANN, et al.,
2006). Esses dados indicam que a inducdo de lesdes menores, por meio da administragdo de
doses menores de iodato de sodio, possibilita a recuperacdo das células do epitélio pigmentar
apos um periodo de tempo.

A regeneracdo do EP apds administracdo de NalO; inicia-se apos a remogdo das
células mortas por macrofagos. Analises ultra-estruturais permitiram vizualizar uma nova
camada de células modificadas, despigmentadas, achatadas ¢ sem microviosidades (KORTE
et al, 1984; MIZOTA e ADACHI-USAMI, 1997). Essas células também apresentam
alteracdes funcionais dependendo da proximidade com as células ndo afetadas. Diferem entre
si, e entre as células maduras remanescentes, na polaridade, nimero e distribuigdo de jungdes
de adesdo, disposi¢io de microfilamentos e atividade da enzima Na'K'-ATPase (importante
componente da membrana plasmatica em epitélios de transporte). Essas areas de regeneragao
podem concentrar-se proximas do disco Optico e na periferia da retina (KORTE e
WANDERMAN, 1993; KORTE et al, 1995).

Em registros eletrofisiologicos no rato apos injecdo rapida de azide de sddio observa-
se uma modificagdo transitéria no potencial transocular conhecida como resposta azide.

Registros eletrofisiologicos da resposta azide, originada da despolariza¢do da membrana basal
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do EP, confirmam uma recuperagdo funcional ap6s um periodo da administracao do iodato de
sodio. Entre o 1° e o 7° dia ap06s a injecao, ha um bloqueio da resposta azide, e no do 14° dia ¢é
completada uma recuperagdo que alcanga 25% da resposta pré-injegdo (MIZOTA e ADACHI-
USAMI, 1997).

Como parte do remodelamento do tecido apds a inducdo da lesdo, nas arecas sem EP
sdo formadas cicatrizes de tecido fibrotico (KIUCHI et al., 2002). Surgem ainda laminas de
varias camadas de processos distais das células Miiller (KORTE et al., 1984). No SNC, a
reativagdo de astrocitos ocorre em resposta a todas as formas de lesdes do sistema nervoso.
Na retina, as células Miiller tornam-se reativas em resposta a alteragdes patoldgicas como na
DMRI e na RP. A reativagdo dessas células produz respostas especificas e ndo especificas,
protetoras ou prejudiciais, dependendo do padrio da lesdo. A degeneragdo lenta, como a dos
modelos animais rd (camundongos) ¢ Royal College of Surgeons - RCS (ratos), causa uma
mudan¢a menos dramatica nas células Miiller e prejudicial a retina, do que degeneracoes
rapidas com rompimento da barreira sangue-retina (FELMY et al., 2001; IANDIEV et al.,
2006).

Outra consequéncia da destruicdo do EP nesse modelo ¢ o rompimento da barreira
sangue-retina, formada pelo EP e pelo endotélio dos vasos retinianos (SEN et al., 1992). Esse
fenomeno pode ser observado 24 h apds administracdo em coelhos, por meio de angiografia,
observando-se o vazamento da fluoresceina sodica através do epitélio pigmentar (KORTE et
al., 1984), de ressonancia magnética com uso de Gd-DTPA como contraste (SEN et al., 1992)
e pelo indice de captagdo por difusdo facilitada de hexoses e aminoacidos na retina e no vitreo
(TAARNHOJ e ALM, 1992). O vazamento de fluoresceina, em estudos angiograficos, foi
detectado até sete dias apds a administragdo de iodato de sodio, periodo concomitante a
restauragdo do EP (KORTE et al., 1984).

A destrui¢do do EP também provoca a atrofia dos vasos da cordide. Com uso de
microscopia eletronica, foi possivel observar que, uma semana apo6s a administragao de iodato
de sodio, os coriocapilares apresentavam alteragdes iniciais de uma atrofia, como limem
reduzido, diminuicdo do numero de fendas das células endoteliais e infiltracdo de fibroblastos
e granulocitos no espaco pericapilar (KORTE et al., 1984). Tal como ocorrido com o EP, o
epitélio dos coriocapilares passa por um periodo de regeneragdo. Sete dias apods a
administracdo de iodato de sddio em coelhos, células endoteliais iniciaram um processo de
brotamento (sprouting) nas proximidades dos capilares ndo atrofiados (KORTE, 1989).

A reducdo no numero de células do EP, causada pelo iodato de sodio, afeta

drasticamente os fotorreceptores, provocando a degeneracdo tanto de cones quanto de
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bastonetes. Trés dias ap6s a administracdo, analises com método TUNEL mostraram apoptose
na camada nuclear externa. Esse periodo ja foi descrito como ponto maximo de apoptose dos
fotorreceptores nesse modelo (MACHALINSKA et al., 2010).

Inicialmente, em um periodo de horas, pode-se perceber, por meio de microscopia
eletronica, que nas areas recém degeneradas do EP, os discos dos segmentos externos dos
fotorreceptores tornam-se dilatados, desarranjados e localizam-se proximos a membrana de
Bruch's (ADACHI-USAMI et al., 1992). De uma a duas semanas, existem areas onde os
segmentos externos estdo completamente ausentes (MIZOTA e ADACHI-USAMI, 1997).
Quando foi utilizada um dose de 50 mg/kg de iodato de s6dio em camundongos, a espessura
da camada nuclear externa diminuiu significativamente entre o terceiro e o sétimo dia apds
administracdo, permanecendo assim até 28 dias (ENZMANN et al., 2006).

Em camundongos albinos, a morte dos fotorreceptores observada apos uma semana foi
em torno de 70% na retina central, e 50% na retina periférica (MIZOTA e ADACHI-USAMI,
1997). Em ratos Wistar (Han) também foi observada maior perda celular na retina periférica
apos administracdo de 50 mg/kg de iodato de s6dio (REDFERN et al., 2010). Porém, em
camundongos C57BL, essa diferenca entre o centro e a periferia da retina foi observada apds
administracdo de uma dose de 20 mg/kg, enquanto que uma dose de 40 mg/kg provocou
alteragdes em toda a extensao da retina (MACHALINSKA et al., 2010).

Algumas caracteristicas da lesdo produzida pelo iodato de sodio aos fotorreceptores ja
foi descrita apds realizagdo de testes comportamentais, analise morfologica e molecular, e
testes eletrofisiologicos. A avaliagdo da visdo com o teste Water Maze (adaptagdo do teste
comportamental Water Maze. Aqui o animal ¢ solto dentro de um tanque com agua e deve
localizar uma plataforma submersa, indicada por uma pista visual sobre ela) mostrou
recuperacdo parcial apenas em animais que receberam uma dose de 25 mg/kg. Camundongos
tratados com 30 mg/kg obtiveram desempenho reduzido e sem recuperagdo em um periodo de
3 meses (FRANCO et al., 2009). A partir de duas horas ap6s tratamento com 50 mg/kg de
iodato de sodio, em ratos wistar, a marcagdo para sinaptosina (glicoproteina integral de
membrana das vesiculas sinapticas) reduziu significativamente nas camadas plexiformes, sem
recuperagdo em um periodo de avaliagdo de seis semanas (REDFERN et al., 2010). A
acuidade visual de animais tratados com diferentes dosagens pode ser avaliada utilizando-se
testes optomotores, que monitoram a resposta a variagdes na frequéncia espacial de estimulos
visuais em um padrdo de grades. Em camundongos C57Bl/6, observou-se uma redugdo na
acuidade visual 2 horas apds a administragdo, com déficit maximo 24 horas apds e

recuperacdo proxima a 90% em 72 horas (50 mg/kg) (REDFERN et al., 2010). No entanto,
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em outro trabalho, 25 mg/kg extinguiram a resposta optomotora em 72 horas, e a mantiveram
significativamente reduzida ap6s uma semana (FRANCO et al., 2009).

Registros de eletrorretinografia obtidos de camundongos C57Bl/6 tratados com 40
mg/kg de iodato de sodio mostraram redug@o progressiva da resposta das células da retina, do
segundo para o quarto dia. Essa reducdo foi correlacionada com as alteragdes histopatologicas
(ADACHI-USAMI et al, 1992). Com a utilizacdo de 40 mgkg, administrada em
camundongos albinos BALBc, foi descrita pela primeira vez uma recuperagdo parcial em
registros eletorretinograficos apos a indugdo da degeneragdo neste modelo. A sensitividade
dos interneurdnios a estimulos de baixa intensidade recuperou-se progressivamente até niveis
normais durante 42 dias a partir da inje¢do, embora a recuperagcdo da resposta maxima tenha
mantido os mesmos valores reduzidos a partir do 14° dia. Dessa forma, os autores sugerem
que a degeneragdo em pequenas areas circulares tem um padrio de resposta maxima,
relacionada as dareas intactas, e uma recuperacdo progressiva da sensibilidade dos
fotorreceptores remanescentes, suportada pela regeneragdo do EP (MIZOTA e ADACHI-
USAMI, 1997). Ja em camundongos C57B1/6, essa mesma dosagem extinguiu as respostas e

ndo foi detectada recuperacio (MACHALINSKA et al., 2010).

1.4 ELETRORRETINOGRAFIA

A eletrofisiologia ¢ uma importante ferramenta para avaliacdo da funcionalidade da
retina na pesquisa experimental. Testes eletrofisiologicos podem ser utilizados como método
diagnodstico e avaliativo das doengas que afetam a retina (BERSON, 2007). Um método
bastante difundido ¢ a eletrorretinografia, teste ndo invasivo e in vivo.

O eletrorretinograma (ERG) consiste de um sinal elétrico que representa a resposta de
massa da retina a estimulagdo luminosa. O ERG pode ser facilmente registrado a partir da
superficie da cornea, e ¢ usualmente utilizado para verificar a integridade das camadas
interna, média e externa da retina. Um estimulo que utiliza iluminagéo difusa produz grandes
amplitudes no ERG, porque a resposta ¢ evocada de toda a retina. Com uma iluminacao
difusa, as células da retina tendem a ter mudancas no potencial de membrana,
simultaneamente, gerando correntes extracelulares que fluem radialmente através da retina e

extende-se extraocularmente para produzir o ERG (DRYJA et al., 2005).
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O ERG evocado por um flash de luz branca intensa e registrado sob a superficie da
cornea apresenta uma forma de onda caracteristica (figura 4), correspondendo a variagdes na
polarizagdo das células retinianas. A componente negativa a, correspondente a
hiperpolarizacdo dos fotorreceptores cones e bastonetes, ¢ seguida de uma componente
positiva b, que refle o somatorio de potenciais de células bipolares ON e OFF (DRYJA et al.,
2005).

componente b

componente a

100
Y

ms

Figura 4 - Electrorretinograma evocado por um flash de luz branca. ERG normal de paciente. Foi utilizado
um flash de curta duragdo e alta intensidade como estimulo luminoso apos adaptacdo ao escuro do paciente.
Observam-se a primeira ¢ a segunda componente do ERG, componente a - deflexdo negativa do sinal e
componente b - deflexdo positiva do sinal. Adaptado de DRYJA et al. (2005).

Apo6s estimulo luminoso, a hiperpolarizagdo dos fotorreceptores provoca uma
diminui¢do na concentracdo de ions potassio no espaco intersticial préximo aos segmentos
externos dessas células. Essa mudanca na concentragdo do meio extracelular gera uma
componente positiva, a componente ¢ (WU, J. et al., 2004).

O teste de eletrorretinografia permite que sejam avaliadas diferentes caracteristicas da
funcao visual. Para tanto, sdo utilizados protocolos de estimulacdo, que incluem, por exemplo,
extracdo da resposta dos bastonetes a um flash de luz de baixa intensidade, avaliacdo de

sensitividade a partir da variagdo na intensidade de estimulo, definicdo de potenciais
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oscilatorios sobre adaptacdo a luz e ao escuro, resposta a flash intenso em olhos adaptados ao
escuro representando a soma das respostas de cones e bastonetes.

O padrao da estimulacdo deve basear-se em medidas fotométricas, que se referem ao
efeito que a radiagdo de uma fonte exerce sobre o sistema visual, levando em conta a
quantidade de energia radiante e a sensitividade do olho para um determinado comprimento
de onda da radiacdo. A fungdo que descreve a resposta relativa do olho a diferentes
comprimentos de onda é conhecida como fungdo relativa de eficiéncia luminosa espectral,
V(&) (WEYMOUTH e VINGRYS, 2008). Com a finalidade de proporcionar uma base
padronizada para a comparagdo de radiagdes com diferentes comprimentos de onda para
humanos, a Commission Internationale de I’Eclairage (CIE) adota duas fungdes particulares
de eficiéncia luminosa espectral, a fotopica V(L) - vis@o diurna, e a escotopica V'(A) - visdo
noturna. Da mesma forma como em humanos, a predi¢do da sensitividade escotdpica para
camundongos, V'(A), como uma fun¢do do comprimento de onda, ¢ baseada no espectro de
absorcdo da rodopsina nos bastonetes. Assim, para camundongos a V'(A) muda em diregdo a
comprimentos de ondas mais curtos, 500 nm, mas muito proximo a de humanos. Como a
curva de sensitividade espectral dos bastonetes de camundongos ¢ bastante semelhante a V'(L)
de humanos, a energia do estimulo eletrorretinografico na experimentacdo com camundongos
tem sido expressa em luminédncia. A luminancia ¢ usada para descrever o fluxo luminoso em
uma diregio ¢ em um ponto especifico da trajetéria do raio luminoso. E um conceito
diretamente relacionado com a luminosidade percebida pelo observador (LYUBARSKY et

al., 1999).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do transplante de células
mononucleares da medula 6ssea em um modelo experimental de degeneracdo retiniana com

NaIO3.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a capacidade de migracdo e integracdo das células transplantadas apos
inducdo de degeneracdo com NalOs.

e (Caracterizar a funcionalidade da retina apds o transplante de células por meio de teste
eletrofisiologico.

e Avaliar se h4 diferenga na eficacia do transplante de células-tronco da fragdo

mononuclear ou lisado dessas células.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Para este trabalho, foram utilizados 18 camundongos machos C57Bl1/6, de 5 a 12
semanas de idade, para avaliagdo do tratamento com células, e quatro camundongos C57Bl/6
GFP" (green fluorescent protein) machos, utilizados como doadores das células-tronco.
Animais adicionais foram utilizados para controle da avaliagdo histologica e realizagdo da
PCR. Os animais permaneceram no alojamento para animais do Instituto de Pesquisas
Biomédicas da PUCRS, onde o ambiente é climatizado (21 £ 1 °C), com ciclo claro-escuro de
12 horas e com agua e ragdo ad libitum.

Os protocolos utilizados foram avaliados e aprovados pelo Comité de Etica para o Uso
de Animais na PUCRS (CEUA - PUCRS) sob registro 09/00110. Todos os procedimentos
foram baseados em técnicas especificas, pré-estabelecidas, e realizados tomando-se o devido
cuidado para reduzir o numero de animais empregados e seu sofrimento. Os procedimentos
cirirgicos foram realizados sob anestesia profunda, e os animais receberam os cuidados pos-

cirirgicos necessarios.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O trabalho foi um estudo experimental, in vivo, controlado. Os animais foram
divididos em trés grupos de seis animais (n=6), de acordo com o tratamento: (1) um grupo
tratado com células da fragdo mononuclear da medula 6ssea (CMMOs); (2) um grupo tratado
com a solugdo resultante da lise das células mononucleares (CMMOs lisadas); e (3) um grupo
controle tratado com solugdo fisioldgica - NaCl 9% (Salina).

Decorridos dois dias da inducdo da lesdo retiniana, todos os animais foram avaliados
com teste eletrorretinografico, para certificacdo da ocorréncia da lesdo. No terceiro dia apds a
inducdo da les@o, os animais foram tratados de acordo com a divisdo dos grupos descrita

acima.
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No 7° e 16° dias apds o transplante, os animais foram avaliados por meio de
eletrorretinografia. No 16° dia apos a obtencdo dos eletrorretinogramas, os animais foram

induzidos a eutanasia para subsequente enucleacdo dos olhos e processamento histologico.

3.3 INDUCAO DE DEGENERACAO RETINIANA

Uma dose tnica de 25 mg/kg de iodato de sodio (Sigma), diluido a 1 % em solugéo
fisiologica NaCl 9%, foi administrada pela veia da cauda dos animais. Para isso, os animais
foram anestesiados com 40 mg/kg de ketamina (Cristalia - Brasil) e 8 mg/kg de xilazina
(Syntec - Brasil).

O controle da lesao foi obtido por meio de testes de eletrorretinografia realizados antes
da administracdo do NalO; e 2 dias apo6s. Os animais que ndo apresentaram alteragdes
significativas no eletrorretinograma, ap6s a inducdo da lesdo, ndo foram utilizados no

trabalho.

3.4 PROTOCOLO PARA A OBTENCAO DAS CMMOs

Os animais doadores (C57BI1/6 GFP") das CMMOs foram anestesiados com ketamina
e xilazina (80 mg/kg e 16 mg/kg) e eutanasiados por deslocamento cervical. Os ossos longos,
fémur e tibia, foram dissecados e tiveram as epifeses cortadas, e as cavidades internas foram
lavadas com auxilio de seringas. Em seguida, o aspirado de células foi centrifugado a 1500
rpm, por dez minutos. Apds isso, o sobrenadante foi desprezado e o pellet suspenso para
fracionamento em RPMI (meio de cultura; Sigma-Aldrich) na proporgdo 1:1 com DPBS
(Sigma-Aldrich).

A camada de células mononucleares foi entdo separada por gradiente Ficoll-paque
11191 (Histopaque- Sigma-Aldrich) e centrifugada a 400g em centrifuga (Eppendorf 5417C)
por trinta minutos. A interface coletada da amostra foi lavada em solucdo salina e
centrifugada a 1500 rpm, por cinco minutos. O pellet foi resuspenso, e esse procedimento foi
repetido duas vezes. Finalmente, o pellet foi resuspenso em solugdo salina, para entdo serem

separadas aliquotas de 10° células em um volume de 50 pL.
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As células foram contadas em um hematocitocimetro Neubauer. A viabilidade das
células foi conferida por marcagdo com Azul de Tripan. Além da CMMOs, foram usadas
CMMOs lisadas para a infusdo intracarotidea. Seguiu-se o mesmo protocolo para extragcdo das
células e, em seguida a contagem de células, 1 x 10° CMMOs foram embebidas em nitrogénio
liquido (-196 °C), maceradas, ressuspendidas e preparadas em um volume total de 50 pL em

DPBS.

3.5 FENOTIPAGEM DAS CMMOs

Para avaliacdo de antigenos de superficie, as células mononucleares da medula 6ssea
de um camundongo C57Bl/6 foram incubadas por 30 minutos a 4 °C com um anticorpo
especifico conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) e ficoeritrina (PE)- Os
anticorpos usados foram anti-CD19, CD45, CD117, CD34 e Sca-1 (Becton Dickinson, San
Diego, CA, USA). As amostras foram lavadas com DPBS para remover o excesso de
anticorpos e fixadas com paraformoldeido a 3,6%. As amostras foram lavadas novamente
com DBPS e resuspendidas em tampao de azida de sodio 0,01%. A detecgdo das células
marcadas com FITC e PE foi realizada em um citometro de fluxo FACScalibur (Becton
Dickinson, San Diego, CA, USA) equipado com laser argdnio-488 nm, usando o software

CellQuest. Dez mil eventos foram coletados para cada medida.

3.6 INFUSAO INTRACAROTIDEA

As infusdes de CMMOs, CMMOs lisadas ou apenas solugdo salina foram realizadas
no terceiro dia apds a administragdo de iodato de sodio. Os animais foram submetidos a um
procedimento cirirgico para o acesso intra-arterial.

Ap6s inducdo da anestesia geral com 80 mg/kg de ketamina e 16 mg/kg de xilazina,
realizou-se a tricotomia seguida pela incisdo mediana da face anterior do pescogo dos animais
em estudo. Sob visdo da lupa cirargica (DFVasconsellos - Brasil), realizou-se a divulsdo do
tecido subcutaneo entre os musculos esternocleidomastoide e esterno-hiodide e, assim, a artéria

cardtida comum direita foi localizada e dissecada. Com o uso de fio de seda 7.0, a por¢do
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mais caudal do vaso foi tracionada, a fim de reduzir a quantidade de sangramento apos a
puncdo arterial (figura 2). Seguidamente, administrou-se a concentragdo de 1 x 10° de
CMMOs, CMMOs lisadas, ou solugdo fisiolégica em um volume de 50 pL. Utilizou-se para
isto uma seringa de insulina conectada a uma agulha ultra-fina (34G).

Ao término do conteudo da seringa, o fluxo sanguineo foi liberado e torundas de
algoddo foram colocadas sobre o vaso, a fim de tamponar qualquer sangramento adicional.
Apos esse processo, os tecidos foram aproximados e a pele suturada com uso de fio de seda
7.0. Durante o procedimento cirtirgico, os animais foram mantidos aquecidos por uma manta

térmica, e os olhos permaneceram hidratados com solucdo salina.

Figura 5- Foto da técnica de infusio intracarotidea. Mostra a artéria carotida comum direita tracionada com
um fio de seda e uma agulha ultra-fina utilizada para realizar a infusdo intracarotidea nos trés grupos de animais:
CMMOs, CMMOs lisadas e salina.

3.7 ANALISE DA INCORPORACAO DAS CMMOs

Para verificar a migragdo e presenca de células transplantadas, foi utilizado o
protocolo de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A técnica de PCR foi realizada com
oligonucleotideos iniciadores (primers) complementares a seqiiéncia de DNA correspondente

a uma seqiiéncia especifica do gene que codifica a proteina GFP.
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Utilizou-se para isso cinco camundongos. Um animal foi induzido a eutandsia uma
hora apos o transplante de CMMOs, e quatro camundongos, apos 16 dias do transplante. Os
animais anestesiados foram eutanasiados por decaptacdo, os olhos foram enucleados com
auxilio de uma microtesoura e depositados em eppendorfs.

A extragdo de DNA foi realizada com fenol/cloroférmio, baseado no método descrito
por Isola et al. (1994). Os olhos enucleados dos animais foram maceradas em microtubos
contendo os 300ul de tampdo phosphate buffer salin (PBS - GIBCO™). Foram adicionados
600pl de Trizol (Invitrogen™) e 120ul de cloroférmio (Merk™); o contetido foi
homogeneizado utilizando vortex (Genie™) e centrifugado a 400 g por dez minutos em
centrifuga (Eppendorf 5417C). O sobrenadante foi coletado, e a ele foi adicionado 70% de seu
volume de alcool isopropilico (Merk™). O contetdo foi ressuspendido ¢ armazenado a -20°C
por 12 horas. O material foi novamente centrifugado a 400 g por dez minutos, e o
sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em 50 pl de agua ultra pura
estéril. As amostras tiveram o DNA quantificado, utilizando espectrofotometro FotoUltra
(Eppendorf).

A amplificacdo foi realizada em termociclador (PTC-200/MJ Research), utilizando
oligonucleotideos iniciadores (primers) direto 5'-ttgaattcgccaccatggtgage-3'e reverso
S'ttgaattcttacttgtacagcetcgtcc-3’, complementares a seqiiéncia de DNA correspondente a uma
seqiiéncia especifica do gene que codifica a proteina EGFP, gerando um produto de PCR de
1000 pb, e uma nova amplificagdo utilizando o primer direto 5'-gggcacaagctggagtaca-3' e
reverso 5'-atgttgtggcggatcttga-3', gerando um produto de PCR de 100 pb, caracterizando a
técnica de Nested-PCR. Como controle positivo, foram realizados ensaios de PCR de todas as
amostras, utilizando primers especificos, complementares ao gene constitutivo de
camundongo L2 (IL2-F 5- ctaggccacagaattgaaagatct-3’ / IL2-R  5’-
gtaggtggaaattctagcatcatce-3’), resultando em um produto de PRC de 324pb.

Para cada reacdo, foram utilizados Spug de DNA gendmico, 0,5 U de Taqg DNA
polimerase, 50 pmol de cada primer, 200 uM de dNTPs, 2 mM de MgCl,, 5 pL de solugdo
tampao e agua ultra pura estéril para completar o volume de reacao de 50 pL.. A amplificagdo
foi realizada nas seguintes condigdes: 95°C por 5 minutos para desnaturacdo; 30 ciclos
subseqiientes, consistindo cada ciclo de uma etapa de desnaturagdo a 95°C por 30 segundos,
uma etapa de anelamento a 52°C por 30 segundos e uma etapa a 72°C por um minuto para
extensdo; e entdo uma etapa de extensdo final a 72°C por dez minutos.

Os produtos gerados apods a técnica de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose 2% contendo brometo de etidio em tampdo TRIS, acido acético, EDTA (TAE) 1x por
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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 documentacao, por meio do programa Quantity One (Biorad).

3.8 AVALIACAO ELETRORRETINOGRAFICA

Para obtencdo de eletrorretinogramas escotdpicos, os animais foram adaptados ao
escuro durante a noite ¢ todos os procedimentos do teste foram realizados sob iluminagdo de
uma rede de LEDs vermelhos. Para obtencdo da midriase, utilizaram-se tropicamida 1%
(Alcon, Brasil) e fenilefrina cloridrato 2,5% (ALLERGAN, Brasil). Apds vinte minutos, 0s
animais foram anestesiados com ketamina (80 mg/kg) e xilazina (16 mg/kg), para que
permanecessem imoéveis pelo periodo de 1 hora. Anestesiados, os animais foram fixados a
uma mesa extereotaxica.

Durante o teste, a temperatura corporal dos camundongos foi mantida entre 37°C e
38°C por uma manta térmica. Ambos os olhos foram testados sequencialmente, e o olho
contralateral ao teste permaneceu coberto por uma lente de contato opaca preenchida com 1%
de carboximetilcelulose, para evitar o ressecamento da cornea e a dessensibilizag@o da retina.

Os eletrorretinogramas foram obtidos com um eletrodo de registro desenhado no
Laboratério de Neurociéncias Experimental e Computacional Dr. Aristides Pacheco de Ledo —
da Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei (UFSJ) (figura 3). O eletrodo foi confeccionado
a partir de uma ponteira de pipeta microvolumétrica sem cor, cuja ponta foi recortada para
uma abertura de 3 mm, polida por flambagem e preenchida com solu¢do salina. A
extremidade de um fio de prata cloretada foi inserida na regido anterior da ponteira, e na
regido posterior foi acoplado um LED de 2 mm de luz branca. A distancia do LED até¢ a
cornea dos animais foi de 1 cm. A conexdo elétrica do LED foi envolvida com papel
aluminio, e este aterrado para diminuir o artefato de interferéncia eletromagnética decorrente
do disparo do LED. O eletrodo terra consistiu de um fio de prata cloretada envolto em
algoddo umedecido com salina, e foi inserido na boca dos animais. Os fios de conexdo dos

eletrodos ao amplificador foram trangados.
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Figura 6- Eletrodo de registro utilizado para obtencio dos ERGs. O eletrodo consiste de uma ponteira de
pipeta microvolumétrica sem cor, cuja ponta foi recortada para uma abertura de 3 mm, preenchida com solugao
salina. A extremidade de um fio de prata cloretada foi inserida na regido anterior da ponteira e na regido
posterior foi acoplado um LED de 2 mm de luz branca. A distancia do LED até a cornea dos animais ¢ de lcm.

O sinal captado sob a cornea foi condicionado pelo sistema de amplificacdo Cyberamp
320 (Axon Instruments Inc), ajustado para um ganho final de 1000X e com limitacdo em
freqiiéncia por filtragem com filtro passa-baixa de corte em 200 Hz e filtro passa-faixa
desativado. Apos condicionamento com uma placa Digidata 1322a (Axon Instruments, EUA),
o sinal foi digitalizado por meio do software AxoScope 9 (Axon Instruments, EUA) e
amostrado a uma taxa de 10 kHz.

Para elicitar os ERGs, foram disparados flashes de luz branca com 4 ms de duragdo, a
intervalos de 3 minutos. O LED utilizado para disparar o flash foi alimentado por um
eletroestimulador (GRASS S48, EUA) ajustado para fornecer estimulos em trés luminancias
fotopicas: (I) 826 cd/m” (Essa luminancia possibilitou uma resposta especifica de bastonetes
caracterizada por uma componente b proeminente); (II) 13x10° cd/m%; e (1) 200x10* cd/m’.
A luminancia foi medida utilizando-se um luminancimetro Minolta LS 110 (Konica Minolta,
Japdo) com uma lente n° 110, utilizada para medir luminancia de pequenos objetos a curtas
distancias (fator de correg@o 1.050).

Devido ao fato da energia entregue a retina variar, dependendo do posicionamento do
eletrodo sobre a cornea, em cada intensidade de estimulo variou-se a posi¢do do eletrodo trés
vezes, ¢ a maior resposta elicitada foi escolhida para posterior analise.

Os parametros tempo implicito (ms) e amplitude (LV) das componentes a ¢ b foram

avaliados em cada ERG utilizando-se softwere AxoScope 9. A amplitude da componente a foi
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definida como a distancia da linha de base, no momento do estimulo, at¢é o pico da
componente. A amplitude da componente b foi calculada como a distidncia entre o pico da
componente a até o valor maximo da b. O tempo implicito foi considerado como o tempo
decorrido entre o inicio do estimulo e o pico de cada componente. Como os registros foram
obtidos sem filtro passa-faixa, os pontos de interesse para os parametros avaliados foram
obtidos a partir da média entre os picos dos valores maximo e minimo da sendide do ruido

registrado sobre o sinal.

3.9 ANALISE MORFOLOGICA QUALITATIVA

Para melhor caracterizacdo da lesdo da retina, induzida pelo iodato de s6dio, no 16°
dia ap6s o transplante de células foi coletado material para analise morfologica. Os animais
receberam anestesia (ketamina 80 mg/kg e xilazina 16mg/kg) e foram eutanasiados por
decapitacdo. Em seguida, os olhos foram enucleados com auxilio de microtesoura cirtrgica, e
foram depositados em placas de Petri preenchidas com solugao salina resfriada. Sob uma lupa
de dissecacdo, foram removidos excessos de musculos e tecidos ao redor do globo ocular.
Utilizou-se para isso uma microtesoura ¢ uma pinga de ponta fina. O material foi, entao,
imerso em paraformaldeido 4% durante uma noite. Posteriormente a fixa¢do, o material
permaneceu em sacarose 30% por 24 horas. O material foi congelado a -20°C para
processamento em criostato (SHANDON, Japao).

Foram obtidas secgdes transversais de 20pm e as laminas foram coradas com a técnica
de Nissl utilizando o seguinte protocolo: banho em alcool absoluto; banho em alcool 80%;
banho em alcool 70%; banho em agua destilada; imersdo em cresil por um minuto; banho em
agua destilada; banho em alcool 70%; banho em alcool 80%; banho em alcool absoluto; e
banho em xilol. Em seguida, depositou-se a laminula utilizando-se Balsamo do Canada. As
laminas foram analisadas com microscopio 6tico (Olympus - Japao). Imagens digitalizadas
das seccdes da retina foram obtidas com uma camera de video instalada em um microscopio

Olympus BX40, utilizando o software Image Pro-plus 6.1 (Media Cybernetics).
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3.10 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise da inducdo da lesdo retiniana, foi utilizado o teste Wilcoxon pareado. Para
avalia¢do dos tratamentos com CMMOs, CMMOs lisadas ou salina, foi utilizado o teste de
Friedman para os pardmetros da componente b. Os registros eletrorretinograficos de ambos os
olhos foram comparados entre si utilizando o Test ¢ no periodo pré-lesdo, e pelo teste de
Mann-Whitney nos outros periodos. Para avaliar os fatores tempo e tratamento, foi utilizada
ANOVA de 2 vias para os parametros da componente b. Para todos os testes, foi considerado

um nivel de significancia de a = 0,05 ¢ p< 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DAS POPULACOES CELULARES

As células da fragdo mononuclear extraidas da medula 6ssea foram positivas para os

seguintes marcadores: CD34, CD19, CD45 e CD117 (figura 4).
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Figura 7. Fenotipagem das células da fracio mononuclear da medula éssea. As células foram CD34" (A),

CD19"(B), e CD45" (B) e CD117" (C).
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4.2 AVALIACAO DA MIGRACAO DE CMMOs

A técnica de PCR foi utilizada para verificar a migragdo e a incorporagdo das CMMOs
transplantadas. Para isso, como doadores de células, foram utilizados camundongos
C57Bl/GFP’. Assim, a técnica de PCR foi realizada com oligonucleotideos iniciadores
(primers) complementares a seqiiéncia de DNA correspondente a uma seqii€ncia especifica do
gene que codifica a proteina EGFP.

Foram avaliados olhos enucleados de cinco camundongos. Os periodos de avaliagdo
foram 1 hora apds infusdo intracarotidea de CMMOs (n=1) e 16 dias apos a infusdo (n=4).

Os resultados foram positivos para o periodo de 1 hora apds a infusdo em ambos os
olhos. Para o 16° dia, os resultados foram positivos em ambos os olhos para um animal, e

apenas no olho esquerdo para um animal (figura 5).

100 pb—

100ph

16d16dC1 C2

Figura 8- Resultado da Nested-PCR. PCR positivo para uma sequéncia de 100 pares de bases utilizando
primers complementares a seqiiéncia de DNA correspondente a uma seqiiéncia especifica do gene que codifica a
proteina EGFP. Os resultados foram positivos para 1 h apds a infusdo, em ambos os olhos (canaletas superiores
direitas). Apds 16 dias foram positivos para ambos os olhos em um animal (canaletas inferiores esquerdas), e
para o olho esquerdo de um animal (canaleta superior esquerda). C1 = Controle positivo, C2 = Controle
negativo.
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4.3 CARACTERIZACAO DA LESAO

Para avaliar o efeito do transplante de células da fracdo mononuclear da medula 6ssea
em retinas lesionadas, foi utilizado um modelo de degeneracgdo retiniana em camundongos
C57Bl1/6 com NalOs. Para avaliagdo do quadro degenerativo, dois dias apds administragdo de
25 mg/kg de iodato, os animais passaram por um teste de eletrorretinografia. Os ERGs
obtidos de cada animal antes da indug@o da degenerag@o serviram como controle (figuras 6 ¢
7).

No segundo dia apés a indugdo da lesdo, a resposta foi extinta em cinco animais. As
respostas a estimulos de baixa intensidade estiveram ausentes na maioria dos casos (n=16).
Por isso, foram utilizadas as respostas ao estimulo I1I, de maior intensidade, para a analise

estatistica. A figura 8§ mostra ERGs com a componente b parcialmente preservada.

GO0 4

a0 ] Componente b

TR

200 7

=200

200 400 B0
Time (ms
Componente a (m=)

Figura 9- ERG obtido previamente a inducio de lesio com NalO; O estimulo utilizado para elicitar esse
ERG foi de 200x10° cd/m? e de 4ms de durago. No instante "200 ms" foi disparado o estimulo de luz branca. As
espiculas, positiva e negativa, que surgem nos registros nesse periodo sdo artefatos do estimulo.
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Figura 10- ERGs elicitados por estimulos de diferentes intensidades. Intensidades I, IT e III.

Apos a inducdo da lesdo, as médias das amplitudes das componentes a ¢ b foram
significativamente menor (p < 0,05), comparadas as médias obtidas nos registros controle
para ambos os olhos. A diferenca entre as médias também foi significativa (p < 0,05) para o
tempo implicito, tanto para a componente a quanto para a componente b. Apenas o tempo
implicito da componente a, registradas de olhos direitos, ndo apresentou diferenca
significativa entre as médias (Tabela 1). Os graficos nas figuras 9 e 10 mostram valores dos

ERGs obtidos dos olhos esquerdos (n=18).
200
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Time (ms)
Figura 11- ERGs obtidos 2 dias apo6s a inducio da lesdo com NalQ; Ha preservagio parcial da componetne
b. Intensidade de estimulo III. Nesses registros a deflexdo negativa em 200 ms séo artefatos do estimulo.



Tabelal - ERGs obtidos nos periodos pré
transplante.
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e pos indugdo da lesdo com NalOs;, anterior ao

Pré NalO; P6s NalO;
Componentes média + desvio padrdo mediana (minimo e maximo) 2
do ERG p
Olho esquerdo Olho direito Olho esquerdo Olho direito
Amplitude
a (uv) 221,1£55,15a 198,9+50,30 0,0 (0,0 to 88,20) 32,70 (0,0 a 75,40)  0,0002/0,0002
Tempo
lglgﬁg)“o 14,79+294b  1409+194  0,0(0,0t027,19) 0,0 (0,0a31,90)  0,0065/0,1385
Amplitude b
(uv) 612,0+166,7c  562,9+178,8 0,0 (0,0 to 221,6) 0,0 (0,0 a 180,4) 0,0002/0,0002
Tempo
implicito b 93,65+38,00d 87,45+40,31  0,0(0,0to 75,10) 53,10 (0,0 to 81,60)  0,005/0,0011

(ms)

As variaveis foram comparadas usando o teste Wilcoxon. a = 0,05.
? Pré NalO; versus Pos NalOs: olho esquerdo / olho direito.

Amplitude X Tempo implicito - Componente a
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Figura 12- Comparacio dos parametros amplitude e tempo implicito da componente a antes e apds a
inducio de lesdo. Os valores referem-se a ERGs do olho direito de todos os animais. Intensidade do estimulo
III. Os valores de amplitude Pré e Pos-lesdo foram significativamente diferentes (o = 0,05 %).
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Amplitude X Tempo implicito - Componente b
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Figura 13- Comparacio do parimetros amplitude e tempo implicito da componente b antes e apos a
inducéo de lesdo. Os valores referem-se a ERGs do olho direito de todos os animais. Intensidade do estimulo
III. Os valores de amplitude Pré e Pds-lesdo foram significativamente diferentes (a0 = 0,05 %).

4.4 ELETRORRETINOGRAMAS POS-TRANSPLANTE

Para avaliar o efeito do transplante de CMMOs e CMMGOs lisadas, foram realizados
testes de eletrorretinografia em dois periodos, no 7° ¢ no 16° dia apos a infusdo intracarotidea.

Sete dias apos os tratamentos CMMOs, CMMOs lisadas ou salina, os testes mostraram
maior auséncia de respostas que a observada na avaliagdo pds-lesdo (n=12).

Registros obtidos dos trés grupos apresentaram leves alteragcdes negativas na linha de
base, com uma deflexdo maxima em torno de 200 ms apds o estimulo (figuras 11 e 12).

Nesse periodo, o ERG de um animal do grupo CMMOs lisadas apresentou

recuperacao da componente ¢, em ambos os olhos, em resposta ao estimulo III (figura 13).
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Figura 14- Registro obtido no 7° dia apés a infusdo de CMMOs lisadas. O registro apresenta apenas uma
deflexao negativa.
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Figura 15- Registros obtido no 7° dia apés a infusdo de CMMOs. O registro apresenta apenas uma deflexao
negativa.
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Figura 16- ERGs obtidos no 7° dia apés a infusdo de CMMOs lisadas. Os registros mostram a recuperacio
da componente c. Intensidades do estimulo IT e III.

Os registros obtidos no 16° dia foram semelhantes aos do 7° dia. Os ERGs dos
mesmos animais (n=6) permaneceram com as respostas preservadas. A figura 14 mostra os
ERGs de um animal do grupo CMMOs lisadas.

Nesse periodo foi possivel registrar a recuperacdo da componente ¢ no ERG de trés
animais, um de cada grupo.

Devido a auséncia da componente a na maioria dos registros apds as injecoes
intracarotideas, a andlise estatistica dos dados foi realizada com os parametros da componente
b. As médias dos valores de amplitude e tempo implicito ndo apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos nos periodos 7° e 16° dias ap6s a infusdo, bem como entre
as médias dos periodos pos-lesdo, quando comparadas com 7° e 16° dias ap6s a infusdo (p >
0,05).

As médias obtidas da componente b, de ambos os olhos, foram comparadas entre si e
ndo apresentaram diferenca significativa em nenhum dos periodos de teste (p > 0,05) (Tabela
2).
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Figura 17- ERGs obtidos no 16° dia apés a infusio de CMMOs lisadas. Os registros mostram a manutengao
parcial da componente b. Intensidades II e III.

Tabela 2 - Parametros da componente b obtidos apds a infusdo intracarotidea de salina,

CMMOs e lisado.
Dia 7 Dia 16
mediana mediana
ERG (minimo e maximo) (minimo e maximo) P
Salina CMOs Lisado Salina CMMOs Lisado
bA‘(lEp)l;t“de 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 05199
(0,0a106,8)  (0,0a43,90)  (0,0a79,30)  (0,0a150,1)  (0,0a57,35) (0,0 a 80,60) ’
;jfgg’)lgmde 0,0 46,98 0,0 0,0 2525 0,0 0.5199
(0,0a136,8) (0,0a66,20)  (0,0a80,60)  (0,0a123,9)  (0,0a91,55)  (0,0a114,1) ’
Tempo
implicito 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0.3330
b (E) (0,0a105,0) (0,0a57,40) (0,053,000  (0,0a51,10)  (0,028585) (0,0 a43,60) ’
E“;‘i’c‘;t 0,0 45,73 0,0 0,0 56,90 0,0 03330
b(Dy | (00a7560) (0027925  (00a4070)  (00a6630)  (0.0a8745)  (0.0a518)

As variaveis foram comparadas com o teste Friedman. o = 0,05.

* E: valoes obtidos dos olhos esquerdos.

® D: valores obtidos dos olhos direitos.
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4.5 HISTOLOGIA

Para melhor caracterizacdo da lesdo da retina, induzida pelo iodato de s6dio, no 16°
dia apos o transplante os animais foram eutanasiados para processamento histologico. A lesdo
foi permanente em toda a retina central (figura 15-B1), extinguindo a camada nuclear externa.
Apenas segmentos da retina periférica mantiveram a estrutura normal (figura 15-B2). As
camadas internas ndo apresentaram redugdo severa.

Alguns animais (n=10) mostraram uma area maior de preservacdo dos fotorreceptores.
No entanto essa observacdo ndo pode ser correlacionada com a preservagdo dos registros

eletroretinograficos.

Figura 18 - Seccdes transversais da retina de camundongos. A- Retina ndo lesionada com NalOs: retina
central (A1) e retina periférica (A2). B. Retina lesionada com NalOj;: B1. 16 dias apés a infusdo intracarotidea a
retina central redugdo quase total de fotoreceptores. A camada nuclear interna (asterisco) fica em contato com o
epitélio pigmentar. B2. A retina periférica foi menos acometida e mostra preservagdo da camada de
fotoreceptores. Espagos entre as células sdo artefatos do processamento. As sec¢des foram coradas com Nissl.
NE- Camada nuclear externa, NI- Camada nuclear interna, PE- Camada plexiforme externa, PI- Camada
plexiforme interna, CG- Camada de células ganglionares. Aumento: 40x.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, foi induzida a degeneracdo da retina pela administragdo intracarotidea
de 25 mg/kg de iodato de sodio. Dois dias depois, foram obtidos ERGs dos animais, para
caracterizacdo da lesdo. O iodato de sddio € um composto toxico para retina, e provoca lesdes
severas quando administrado em doses elevadas (ENZMANN et al., 2006). A presenca de
pelo menos uma das componentes do ERG em 13 dos 18 animais estd de acordo com dados
da literatura, que mostram respostas preservadas no 3° dia ap6s administragdo de 20 mg/kg,
enquanto que 40 mg/kg extinguiram os eletrorretinogramas nesse mesmo periodo
(MACHALINSKA et al., 2010).

O atraso no tempo implicito da componente a, no 2° dia apo6s a inducdo da lesdo, foi
estatisticamente significativo para os registros obtidos dos olhos esquerdos. A alteragdo no
tempo implicito é uma das caracteristicas deste modelo de lesdo retiniana (ADACHI-USAMI
et al,, 1992). Em pacientes com retinose pigmentar, o ERG mostra-se ndo s6 reduzido em
amplitude, como também apresenta atraso no tempo implicito das componentes,
diferentemente do que ocorre em pacientes com doencgas estaciondrias, que apresentam
amplitudes reduzidas, mas mantém o padrdo de tempo implicito (BERSON, 2007).

Os valores de tempo implicito da componente b apresentaram diferenca significativa
em relacdo ao controle; no entanto, foram reduzidos. Os ERGs obtidos pré e pos-injuria
apresentaram potenciais oscilatorios (resposta de células da retina interna registradas na
porcao ascendente da componente b) que ultrapassavam o pico maximo da componente b.
Assim, os picos maximos, escolhidos para medi¢do, abrangeram também os valores de tempo
implicito dos potenciais oscilatorios.

O modelo de lesdo retiniana utilizando doses baixas de iodato de soédio em
camundongos foi descrito recentemente. Sabe-se que a resposta eletrorretinografica pode nao
se extinguir totalmente e permanecer com uma atenuacdo estavel por até 28 dias, devido a
preservacdo de areas intactas na periferia da retina (MACHALINSKA et al., 2010). No
entanto, neste trabalho, utilizando 25 mg/kg para induzir a lesdo, ndo foi possivel detectar os
ERGs de varios animais apos 9 e 18 dias da administragdo.

Esse resultado pode diferir dos dados da literatura, por razdes relacionadas ao
protocolo de indugdo de les@o e ao sistema de montagem utilizado para estimulagdo e registro

dos ERGs. Em MACHALINSKA et al. (2010), que registrou resposta estavel, foram



49

utilizados 20 mg/kg de iodato de sdédio, administrado via plexo venoso orbital. Apesar de
parecer pequena, essa diferenca na dosagem pode ser significativa nesse modelo.

A infusdo intracarotidea foi realizada no 3° dia apds a administracdo do iodato de
sodio. Esse periodo ja foi descrito como o periodo de maior taxa de apoptose dos
fotorreceptores (MACHALINSKA et al., 2010; KIUCHI et al., 2002) e como o periodo de
maior expressdo do fator SDF-1, uma importante quimiocina relacionada a migragdo de
células-tronco para sitios de lesdo (LI et al., 2006). O resultado da PCR foi positivo para
lhora apos transplante, constatando-se que as CMMOs migraram para os locais de lesdo. Foi
positivo também para 16 dias apds o transplante, mostrando que as células transplantadas
permaneceram incorporadas ao tecido. Uma das conseqiiéncias da injuria produzida ao
epitélio pigmentar pelo iodato de sodio € o rompimento da barreira sangue-retina (SEN et al.,
1992). O vazamento de fluoresceina soddica foi detectado em coelhos tratados com NalOs por
um periodo de sete dias, concomitante com a restauragdo natural do epitélio (KORTE et al.,
1984). No presente trabalho, o transplante das células foi realizado trés dias apds a
administragdo de NalOs. E provavel que nesse periodo a barreira sangue-retina nio tenha sido
restaurada. Dessa forma, a administragdo intra-arterial de CMMOs possibilita a incorporagdo
dessas células nas areas lesionadas pelo iodato de so6dio, como visto pelos resultados da PCR.

Foram utilizados os olhos inteiros, e ndo as retinas isoladas, como amostras para a
PCR, o que impede a afirmacdo de que as células encontravam-se na retina neural. No
entanto, ja foi descrito que células-tronco transplantadas sistemicamente, no modelo de
NalOs;, migraram para espago subretinal (LI et al., 2006). Além disso, este modelo ¢ descrito
como lesivo apenas a retina e a coroide, sendo esses os Unicos alvos oculares da migragdo das
células-tronco transplantadas.

Para avaliar o efeito dos tratamentos entre os grupos CMMOs, CMMOs lisadas ¢
Salina, foram realizados testes eletrorretinograficos em dois periodos apds a infusdo
intracarotidea. As médias dos valores de amplitude e tempo implicito ndo apresentaram
diferenga significativa entre os tratamentos nos periodos 7° ¢ 16° dias apos a infusdo, bem
como entre as médias dos periodos pos-lesdo quando comparadas com 7° e 16° dia apds a
infusdo.

Um dos desfechos esperados para a terapia com células-tronco € a neuroprote¢do do
tecido apds o transplante. No trabalho de LU et al. (2010) os beneficios das CMOs oferecido a
retina nos primeiros dias apds transplante em ratos Royal College of Surgeons (RCS)
permitiram a manutencdo da funcdo visual por um longo periodo, mesmo ndo havendo mais

permanéncia das células transplantadas. Esse efeito neuroprotetor também tem sido observado
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apos a administragdo de fatores troficos (CHEN et al., 2009; OBATA et al., 2005, OHTAKA
et al., 2006). No presente trabalho, entretanto, a lesdo produzida pelo NalOs; na retina dos
camundongos foi bastante extensa e severa, o que provavelmente ndo permitiu a recuperacao
da funcionalidade do tecido.

No trabalho de FRANCO et al. (2009), 15 mg/kg de iodato de sédio promoveram a
reducdo da camada nuclear externa apenas 3 meses apos a administragdo, e com 25 mg/kg a
diminui¢@o ndo foi significativa no 7° dia, mas apenas no 14° dia. Apesar disso, no presente
trabalho, apenas na periferia da retina a camada nuclear externa permaneceu preservada no
19°. Essa maior resisténcia ao iodato de sodio da retina periférica ja foi descrito na literatura
(MACHALINSKA et al., 2010; MIZOTA e ADACHI-USAMI, 1997; OHTAKA et al., 2006).

Apesar de nossa pesquisa ndo demonstrar normalizacdo do ERG de animais
submetidos a lesdo da retina com iodato de sddio e transplantados com células mononucleares
da medula 6ssea, o fato de termos estabelecido o modelo de lesdo retiniana de maior extensdo
e gravidade e de detectarmos a presenca das CMMOs na retina descortina varias
possibilidades tais como: (1) a inducdo de graus menores de lesdo retiniana que permitam
uma graduacdo das respostas no ERG (2) a consolidacdo da via intracarotidea para
continuarmos avaliando o potencial terapéutico destas células o que poderd facilitar a

pesquisa translacional futura com seres humanos.
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6 CONCLUSOES

Ap6s a indugdo da degeneragdo retiniana em camundongos com o NalOs, verificamos

no presente trabalho que:

1. Ocorreram migragdo e incorporagdo das células mononucleares da medula 6ssea de
camundongos doadores injetadas via artéria cardtida comum direita nas Aareas
retinianas lesionada quando avaliadas por PCR.

2. Nao foi identificada recuperagdo eletrorretinografica significativa nos animais
transplantados com células mononucleares da medula 6ssea.

3. Também ndo ocorreu recuperacdo eletrorretinografica com a infusdo das células

lisadas sendo os resultados negativos semelhantes aos verificados com as CMMOs.

Na investigacdo realizada ndo evidenciamos recuperagdo dos potenciais do ERG apo6s
o transplante com células mononucleares da medula 6ssea. Por outro lado, o modelo de
degeneracdo retiniana utilizado se mostrou capaz de induzir lesdo retiniana de grande
extensdo e gravidade gerando alteragdes irreversiveis na retina. A presenca das CMMOs na
retina injetadas via carotidea incentiva-nos a continuar a investigagdo da possibilidade de

regeneragdo retiniana com estas células e do seu potencial terapéutico.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

O namero de células transplantadas que se incorporam ao tecido ¢ um ponto-chave
para possibilitar a recuperagdo da lesdo. Por essa razdo, foi investigado aqui o transplante
intra-arterial, pela artéria cardtida comum direita. No modelo utilizado, a degeneragdo ¢
severa e rapida. Sendo assim, a atuacdo de moléculas e fatores protetores pode ter efeito
significativo apenas quando administrados no inicio da lesdo ou previamente a ela. No
entanto, para possibilitar a migracdo de células-tronco transplantadas sistemicamente, ¢
preciso que o tecido esteja lesionado devido a presenca de agentes quimiotaticos.

Considerando esses fatores, pode-se concluir que, apesar do modelo com NalO; ser
um bom modelo, para estudos de doengas como a degeneragdo macular relacionada a idade, a
rapida progressdo das lesdes ndo permite que a acdo das células-tronco revertam ou
interrompam a degeneracdo em um intervalo curto de tempo, anterior a diminuicdo da camada
nuclear externa. Assim, pretendemos em estudos futuros, utilizar doses inferiores a 25 mg/kg
nas investigacdes de regeneracdo da retina com células-tronco em camundongos C57Bl/6.
Assim, talvez induzindo lesdes menos extensas e graves possamos identificar o potencial
efeito regenerativo das CMMOs transplantadas por via intracarotidea nestes animais. Também
estd em nossas perspectivas a utilizagdo de anti-oxidantes que poderiam eventualmente

garantir maior sobrevida e eficacias das células transplantadas.
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Abstract

Therapeutic strategies using stem cell transplantation generates great expectation for
treatment of retinal degeneration, a serious condition that results in progressive vision loss.
We evaluated if bone marrow mononuclear cells (BMMCs) can migrate and improve visual
function after intracarotid infusion in a mice model of retinal degeneration. The BMMCs were
obtained from GFP" transgenic mice. The retinal degeneration was induced by intravenous
administration of NalOs (25 mg/kg) in C57Bl/6 mice. Three days after NalO; injection, the
animals received intracarotid infusion of BMMCs or BMMCs-derived lysate. The animals
that served as control subjects were infused with saline solution. Electroretinography was
performed for assessing retinal function. The migration and incorporation of transplanted cells
were evaluated with PCR. On day 16 after infusion, animals were euthanatized for qualitative
morphological analysis of retinal injury. BMMCs could be detected 1 hour and 16 days after
intracarotid infusion. Two days after sodium iodate injection, electroretinograms (ERG)
showed significant reduction as compared to pre-injury records. After intracarotid infusion of
BMMCs and BMMCs-derived lysate, no significant difference was detected in ERG between
groups or at different times in each group. Morphological analysis showed severe reduction of
photoreceptor nuclei in central retina and preservation in the periphery. In conclusion, the
presence of BMMC:s in injury sites after intracarotid infusion encourages further studies to
investigate the possibility of retinal regeneration using the intra-arterial route to deliver stem
cells or cell vectors for the synthesis and/or release of neurotrophic factors for the clinical use.
The NalOj; dosage used was capable of inducing extensive retinal damage. These impairments
were not attenuated by the BMMCs transplantation. However, they reveal other possibilities
such as to induce lesser degrees of lesion, which allow a degree of ERG responses, to

continue investigating the BMMC:s therapeutic potential.

Keywords: retina, age-related macular degeneration, retinitis pigmentosa, bone marrow

mononuclear cells, intracarotid infusion, electroretinogram, mice.
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1. Introduction

Retinal degenerative diseases involve progressive and irreversible loss of vision.
Retinitis pigmentosa (RP) is the term given to a group of inherited disorders, characterized
primarily by the degeneration of photoreceptors (rods and cones) and the retinal pigment
epithelium (RPE) (Berkowitz et al., 2004). Worldwide prevalence of RP is 1:4000. There is
considerable variability in the prognosis: some patients become blind at around 30 years old
and most of them is considered legally blind at 60. Typically, patients develop difficulty with
dark adaptation and even night blindness in adolescence, loss of peripheral vision in young
adulthood and loss of central vision at the advanced stages (Berson, 2007). Age-related
macular degeneration (AMD) is another degenerative disease of the retina. It is the leading
cause of blindness worldwide. The progression of AMD involves multiple genetic and
environmental factors. The accumulation of debris not phagocytosed by RPE, in the region of
the macula, is the first evidence of early AMD (Yuan et al., 2010). AMD may manifest
slowly, when RPE degenerates in the region of the macula (dry AMD), or an immediate loss
of vision can occur in locations that new blood vessels arising from the choroid are disrupted
(exudative AMD) (Nilsson, 2006). Therapeutic strategies employed in RP or AMD may slow
down the degeneration and improve the patient's quality of life. However, there is still no
established treatment that definitely saves or restores the visual function (Hartong et al.,
2006).

Stem cell transplantation generates great expectation for treatment of retinal
degeneration. Bone marrow-derived mononuclear cells (BMMCs) include mesenchymal stem
cells (MSCs), which can originate cells of different tissues (Joyce et al., 2010), hematopoietic
stem cells (HSCs), responsible forto generat all types of blood cells, and the endothelial
progenitor cells (EPCs) (Korbling et al., 2003). The BMMCs holds characteristics for
potential success of cell therapy in retinal diseases such as high differentiation capacity, easy
availability and expansion, important migration to injured areas and low risk of rejection (Lu
et al., 2010; Wang et al., 2010). In addition to the differentiation capacity of bone marrow-
derived stem cells (Atmaca-Sonmez et al., 2006; Kicic et al., 2003; Li et al., 2006; Tomita et
al., 2002, 2006; Wang, H.C., et al., 2010), the expected outcomes of stem cell therapy include
tissue neuroprotection by mechanisms such as the release of trophic factors and the
inflammatory modulation (de Paula et al., 2010; Inoue et al., 2007; Keimpema et al., 2009).
Lu et al. (2010) showed that the benefits of MSCs to the retina, in the first days after

transplantation in rats, allowed the maintenance of visual function for 80 days, even with very
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few long-term surviving transplanted cells. Otani et al. (2004) reported that Lin~ HSCs
(lineage negative subpopulation) could rescue retinal vessels and photoreceptors cells, by
vasculotrophic and neurotrophic effects, in mice retinal degeneration.

The low rate of stem cell migration into the central nervous system after
transplantation is an important concern when considering the efficacy of cell-based therapies
(de Paula et al., 2009; Li et al., 2006). The use of venous access for the transplant of stem
cells provides a dispersion of cells by systemic organs such as liver, spleen and lung (Atmaca-
Sonmez et al., 2006). In contrast, the intracarotid infusion of stem cells enables higher levels
of migration to the central nervous system than the intravenous injection (Walczak et al.,
2008). Another important problem surrounding stem cell therapy is that delivered cells may
be not be able to penetrate the blood-retinal barrier (BRB) when administered systemically.
However, the BRB breakdown and subsequent increase in vascular permeability are related to
some retinal disorders such as retinal edema and inflammatory process (Cummings and
Cunha-Vaz, 2008; Gardener et al., 1999). These conditions, in turn, may be observed in
diseases such as AMD, retinitis pigmentosa, hypertension, uveitis and diabetic retinopathy
(Catier et al., 2005; Cummings and Cunha-Vaz, 2008; Gardener et al., 1999). Moreover, the
knowledge of BRB structure and function allows the investigations of BRB temporary control
to adapt to effective therapies (Campbell et al., 2009; Gardener et al., 1999). So, it is
important to investigate a more selective route to deliver stem cells such as the intra-arterial,
which can be potentially useful in ocular diseases.

The sodium iodate (NalOs) can be employed as a chemical-induced model of retinal
degeneration that results in RPE necrosis (Kiuchi et al., 2002), blood-retinal barrier disruption
(Sen et al., 1992), and following photoreceptor degeneration (Machalinska et al., 2010) and
choroidal atrophy (Korte et al., 1984). Moreover, this model has been used in the study of
retinal degenerative diseases and cell-based therapy (Atmaca-Sonmez et al., 2006; Enzman et
al., 2003; Harris et al., 2006; Li et al., 2006). Thus, the aim of the present study is to evaluate
if BMMCs can migrate and provide acute effects on visual function after intracarotid infusion
in a NalOs; model of retinal degeneration. Additionally, we used intracarotid infusion of

BMMCs-derived lysate to evaluate the potential action of the BMMC:s cellular contents.
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2. Methods

2.1. Animals

Eighteen male mice C57Bl/6 (8 to 12 weeks of age) were used to evaluate cell
transplantation and four C57B1/6 GFP" (green fluorescent protein) were used as donors of
BMMCs. Mice were divided in three groups (n=6 for each group) that received BMMCs,
BMMCs-derived lysate or saline infusion. Additional animals were used for histological
control (n=1), PCR analysis (n=5) and flow cytometry (n=1). Animals were maintained in a
room with an air-conditioned environment (21 + 1 °C), a light-dark cycle of 12 hours and
water and food ad libitum. All of the procedures were performed in accordance with the
ARVO Resolution on the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research and all
protocols used were approved by the Ethics Committee for Animal Use at PUCRS under
09/00110 registration number.

2.2. Induction of retinal degeneration

A single dose of 1% sodium iodate (Sigma, USA) in saline was delivered into the
animal’s tail vein, as described previously (Enzmann et al., 2006). In brief, a dose of 25
mg/kg of NalO; was used for each animal. The mice were anesthetized with ketamine (40

mg/kg) and xylazine (8 mg/kg) before injection.

2.3. Preparation of BMMCs

BMMCs were obtained from C57Bl/6 mice expressing EGFP, which is used as a
reporter of transplanted cells (Okabe et al., 1997). Fresh bone marrow was extracted from
humeri, femurs and tibiae with a 26G needle containing heparin (10.000U in 50 ml of DPBS -
Dulbecco's phosphate-buffered saline). The material was centrifuged at 1500 rpm (400 g) for
10 minutes. The cell pellet was resuspended with the Roswell Park Memorial Institute
(RPMI-1640) medium and fractionated on a density gradient generated by centrifugation at
400 g over a Ficoll-Paque solution (Histopaque 11191 - Sigma Aldrich, St. Louis, MO). The
mononuclear fraction over the Ficoll-Paque layer was collected and washed twice with DPBS.

Cell concentrations were determined with a Neubauer-counting chamber. The number of
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viable cells was determined by trypan blue exclusion. BMMCs were prepared in aliquots of 1

x 10° cells in DPBS.

2.4. Preparation of BMMCs-derived lysate

In addition to the BMMCs, BMMCs-derived lysate was used to intracarotid infusion.
The same protocol to cell preparation of subsection 2.3. was used. The 1 x 10° BMMCs
aliquots were embebed in liquid nitrogen (-196 °C), macerated, resuspended and prepared in

an entire volume of 50 pL in DPBS.

2.5. Phenotiping of BMMCs

For the evaluation of surface antigens, mononuclear cells from the bone marrow of a
C57Bl1/6 mouse were incubated for 30 minutes at 4 °C with a specific antibody conjugated
with fluorescein isothicyanate (FITC) and phycoerythrin (PE). The antibodies used were anti-
CD19, CD45, CD117, CD34 and Sca-1 (Becton Dickinson, San Diego, CA, USA). The
samples were washed with DBPS to remove excess antibodies and fixed with
paraformaldehyde at 3.6%. The samples were washed again with DBPS and resuspended in
buffer sodium azide 0.01%. The detection of cells labeled with FITC and PE was performed
by flow cytometry FACScalibur (Becton Dickinson, San Diego, CA, USA) equipped with
argon laser 488 nm, using CellQuest software. Ten thousand events were collected for each

measurement.

2.6. Intracarotid infusion

The infusion of BMMCs, BMMCs-derived lysate or saline - NaCl 9% - was performed
on the third day after NalOs-induced injury. The mice were anesthetized with ketamine (80
mg/kg) and xilazine (16 mg/kg). An anterior midline incision was made in the neck to dissect
the right common carotid artery. With the use of silk thread 7.0, the most caudal portion of the
vessel was pulled in order to reduce the amount of bleeding after arterial puncture, with was
made with an ultra thin wall needle (34G; 0.20mm/0.10mm - Outer diameter/Inner diameter)

connected to an insulin syringe. During surgery, the animals were kept warm with a blanket,
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and the eyes stayed hydrated with saline solution. An entire volume of 50 pL was used in all

the infusions.

2.7. PCR analysis

Two days after NalOj; injection, five additional animals received intracarotid infusion
of BMMCs. To evaluate BMMCs migration in eye mice, PCR analysis for EGFP gene was
performed at 1 hour (n=1) and 16 days (n=4) after transplantation. The animals were
euthanatized and the eyes enucleated for samples. We wused forward primer 5'-
TTGAATTCGCCACCATGGTGAGC-3' and reverse primer
S'TTGAATTCTTACTTGTACAGCTCGTCC-3' complimentary to an EGFP DNA sequence
and forward primer 5-GGGCACAAGCTGGAGTACA-3' and reverse primer 5'-
ATGTTGTGGCGGATCTTGA-3' for reamplification with the Nested-PCR technique (Okabe
et al., 1997). A positive control sample (EGFP+ DNA extracted from C57B1/6-EGFP mice)
and a negative control sample (without any DNA) were essayed along with experimental
samples in every reaction. Amplified products were detected by gel electrophoresis (agarose

2% containing ethidium bromide) and visualized under ultraviolet light.

2.8. Electroretinography

The mice were dark adapted overnight and all the testing procedures were performed
under illumination of red LEDs. 1% tropicamide and 2.5% phenylephrine hydrochloride were
used for mydriasis. The mice were anesthetized with ketamine (80 mg/kg) and xylazine (16
mg/kg) and fixed in a stereotaxic apparatus. During testing, the body temperature was kept
between 37 - 38 °C using a heating pad. Both eyes were tested and the eye contralateral to the
test remained covered by an opaque contact lens filled with 0.1% carboxymethylcellulose. A
custom-made recording electrode was built from a transparent micropipette tip, with a 2mm
hole, a 1 cm length, and then filled with saline. The Ag-AgCl wire was inserted in the anterior
tip and the posterior portion was coupled to 2 mm LED white light for photo stimulation. The
ground electrode consisted of an Ag-AgCl wire covered with cotton moistened with a saline
solution inserted into the mouth. The signal was conditioned by the amplification system
CyberAmp 320 (Axon Instruments Inc), adjusted to a final gain of 1000X and limited in
frequency by a low pass filter with a cutoff frequency of 200 Hz and notch filter setting to off.

Points of interest for taking amplitude and implicit time were obtained from the average
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between the peaks of maximum and minimum values of the sinusoid noise recorded on the
ERG. After being conditioned with a Digidata 1322nd (Axon Instruments, USA), the signal
was digitized using software AxoScope 9 (Axon Instruments, USA) and sampled at a rate of
10 kHz. Stimulus with 4 ms durations at intervals of 3 min were used in three luminance
levels: 826 photopic cd/m” 13 x 10’ photopic cd/m* and 200 x 10° photopic cd/m”. The
luminance was measured using a Luminance Meter LS-110 (Konica Minolta, Japan) with
close-up lens No. 110. The position of the recording electrode was varied three times at each

stimulus intensity and maximum recording elicited was chosen for further analysis.

2.9. Qualitative morphological analysis

Sixteen days after cell transplantation, mice from all three groups were euthanatized
by decapitation and the eyes were enucleated. Excess muscle and tissue were removed around
the eyes and were then immersed in 4% paraformaldehyde at -4 °C (overnight). After the
fixation, the eyes remained in 30% sucrose (24 hours) and were frozen at -20 °C for cryostat
processing. Cross-sections of 20 pm were stained with cresyl violet using the Nissl method.
Digitized images of the transversal sections were obtained with a video camera installed in an
Olympus BX40 microscope interfaced by a software (Image Pro-plus 6.1, Media Cybernetics)

run on a personal computer.

2.10. Statistical analysis

ERGs pre-injury and post-injury were compared using the Wilcoxon test. For the
evaluation of treatments with BMMC:s, lysate or saline, the Friedman test was performed to b-
wave amplitude and implicit time measurements. ERGs of both the right and left eye were
compared using the ¢ test pre-injury, and the Mann-Whitney at other time periods. Time and
treatment were evaluated using two-way ANOVAs to b-wave amplitude and implicit time. A

statistics significance level of a = 0.05 and p < 0.05 was applied to all tests.
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3. Results
3.1. Characterization of BMMCs population

The mononuclear fraction of harvested bone morrow cells was positive for the

following markers: CD34, CD19, CD45 and CD117 (data not shown).
3.2. BMMC:s detection

We used five additional mice for evaluation of cell migration and incorporation of
BMMCs after intracarotid infusion. PCR analysis revealed the presence of EGFP" gene one
hour after infusion, in the both right and left eyes of one animal. At 16 days after infusion, the

results were positive for one animal, in both eyes, and for one animal only in the left eye (Fig.

1).
3.3. Electroretinography

Electroretinography was performed to evaluate the visual function after BMMCs and
BMMCs-derived lysate. The ERGs obtained from each animal before the administration of
NalO; was used as the control measure (Fig. 2A). Two days after sodium iodate
administration, electroretinography was performed for injury characterization. At this time,
the amplitudes of both a-wave and b-wave were significantly lower when compared to control
records for both eyes (p < 0.05) (Fig. 2B). The ERG was abolished in five animals (of total
18): one BMMC-treated mouse, two saline-treated mice and two lysate-treated mice. The
implicit time for both a-wave and b-wave showed significant difference in the left eyes (p <
0.05), while from right eyes, a-wave implicit time showed no difference (p > 0.05). The data
are summarized in Table 1. Electroretinography was conducted with three light stimulus
intensities. At 826 photopic cd/m?, when a rod-specific response could be elicited (Fig. 2A
lower), the ERG was responsive in only one animal. At 13 x 10’ photopic cd/m® flash
intensity, the ERG responses were extinguished in ten animals (of total 18). Thus, we used the
responses elicited by 200 x 10° photopic cd/m® stimulus for statistical analysis after
intracarotid infusion.

Seven and 16 days after intracarotid infusion, the ERG responses were observed in the

four animals of the BMMCs group. On the other side, for each BMMCs-derived lysate and
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saline group only one animal showed ERG response. Figures 2C and 2D show representative
ERGs obtained at day 7 and day 16. The amplitude and implicit time showed no significant
difference between treatments or when compared two days after injury with the 7 and 16 days
measurements after transplantation (p > 0.05) (Table 2).

The comparison of a-wave and b-wave parameters (pre-injury) or b-wave (post-injury,
7d and 16d) between right and left eyes showed no significant difference (p > 0.05). Figure 3
represents a comparison between b-wave amplitude (Fig. 3A) and b-wave implicit time (Fig.

3B) from the both eyes.

3.4. Retinal damage - qualitative evaluation

Sixteen days after transplantation the mice were euthanatized for morphological
analysis to evaluate the retinal damage induced by sodium iodate. Figure 4 shows a
comparison between control (Fig. 4A) and damaged retina (Fig. 4B). In most of animals, the
sodium iodate induced severe injury across the central retina, where the outer nuclear layer
was completely reduced (Fig. 4-B1), and only the peripheral retina maintained the normal
structure (Figure 4-B2). Few remaining photoreceptor nuclei were observed around disc optic
(data not shown). The inner retinal layer showed no severe changes. In some animals, we
found a relatively degree of photoreceptor preservation in central retina. However, the nuclei

was reduced in few rows (data not shown).
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4. Discussion

From a clinical perspective BMMCs are attractive, since they represent an endogenous
source of stem cells which are easily harvested from bone marrow thus allowing autologous
transplantation. However, efficient cell delivery and survival are major barriers to successful
cellular transplantation in the retina. We demonstrate here for the first time, the migration and
incorporation of intracarotid delivered BMMCs in the retinal injury sites of a retinal
degeneration model. Using PCR analysis the BMMCs/GFP" could be detected at one hour
and 16 days after intra-arterial administration. These data indicate robust migration in injury
sites and survival for 16 days.

Important clinical studies have been performed to improve the intra-arterial approach
to treatments of ophthalmic diseases like chemotherapy for retinoblastoma, due to high
selectivity of this route for the target of treatment, whereas the venous administration is less
specific (Brodie et al., 2009). The remaining problem surrounding systemically transplanted
cells for retinal degeneration treatment is that cells are not able to penetrate the blood-retinal
barrier. The BRB consists of the inner-blood retinal barrier, comprised of the retinal vascular
endothelium in retinal plexiform layers, and the outer blood-retinal barrier, comprised of the
RPE cells and the vascular endothelium cells. Both, inner and outer barriers regulate the
barrier permeability by tight junctions between cells (Vinores, 1985). In a NalO; model, one
of the consequences of the RPE cells destruction is the disruption of BRB (Sen et al., 1992).
In rabbits, the fluorescein leakage through the RPE was detected by angiography from 24
hours to seven days after NalO3; administration, a concurrent final period with the intrinsic
restoration of the RPE (Korte et al., 1984). In the present study, we administered BMMCs
three days after NalOs-induced injury, at this time the outer BRB breakdown was not
probably restored yet. Therefore, the intra-arterial administration of BMMCs allows the
incorporation of cells in the NalOj-induced injury sites, as seen by PCR results. The
mechanisms and factors underlying the migration and homing of BMMC:s to the lesioned area
are not fully understood. Higher amounts of cytokines and chemokines from the injured tissue
have been reported to functioning as chemoattractants for these cells (Li et al., 2006; Harris et
al., 2009).

ERG studies were undertaken to evaluate if the magnitude of the migration and
homing of transplanted BMMCs were sufficient to the regenerated retinal cells become
electrophysiologically functional after acute damage. Two days after NalO; administration,

electroretinography was performed to assess retinal damage. The persistence of ERG in most
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of animals (13 of 18). This observation is consistent with literature data, which show
preserved ERGs three days after administration of a low dose of sodium iodate (20 mg/kg),
whereas a larger dose (40 mg/kg) extinguished the ERG in the same period (Machalinska et
al., 2010). After carotid infusion, we compared the h-wave parameters between groups and
between day 7 and day 16 in each group. However, despite of migration and incorporation of
BMMCs, there was no significant difference in the ERG between BMMCs, BMMCs-derivate
lysate or saline-solution-treated mice.

An acute protective effect on retinal function was described after non-mitogenic
human acidic fibroblast growth factor (nm-haFGF) administration in NalOs-treated Wistar rat
(Chen et al., 2009). However, no difference was observed in relation to control on ERG
records at day 21 after nm-haFGF administration (Chen et al., 2009). The human hepatocyte
growth factor (HGF) also has a protective effect after NalOs treatment in Sprague-Dawley
rats, when administered two days before injury (Ohtaka et al., 2006). In this case, the authors
observed that RPE was preserved after NalO; administration, when comparing HGF-treated
eyes with untreated, explaining the larger ERG amplitudes from treated eyes. Therefore,
systemic (Wang et al., 2010) and subretinal (Inoue et al., 2007; Lu et al., 2010) transplantation
of MSCs promote neuroprotection in the RCS rats, which present a slower degeneration than
the sodium iodate model. In the present study, the severe damage induced by NalO; may
indicate a photoreceptor degeneration stage, at infusion time, in which is late to expressive
neuroprotection or functional restoration. The secretion of neurotrophic factors by
transplanted BMMCs might be used to stimulate resident quiescent stem cells located in the
peripheral ciliary margin to regenerate retina cells and to protect the surviving neurons
(Tropepe et al., 2000; Otani et al., 2002, 2004). It is becoming increasingly evident that to
restore the function interaction between cell types in the damaged retina is necessary. ERG
evaluation showed that the transplanted BMMCs were insufficient for restore the retinal
functionality. Since the damaged retina is not a permissive milieu in which transplanted or
locally proliferating cells could easily integrate, it’s possible that the functional cell
integration could be insufficient to recover the ERG in most animals, reflecting the net effect
of surviving cells and cell-to-cell communication.

At day 16 after intacarotid transplantation, in most of animals the outer nuclear layer
was absent in central retina, and remained preserved only in the peripheral regions, with a few
nuclei in the optic disc surroundings. The greater resistance to sodium iodate of the periphery
has been described in the literature (Korte et al., 1994; Mizota and Adachi-Usami, 1997,

Machalinska et al., 2010) and may be related to vascular anatomy, metabolism differences, or
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more regenerative potential of the RPE in peripheral regions (Machalinska et al., 2010).
Machalinska et al. (2010) described ERG records up to 28 days after injury-induced by 20
mg/kg of NalO; administered via orbital venous plexus in mice, suggesting that remained
peripheral regions retain the function observed in ERG. This observation, differ from the
extinguished ERGs observed in our study possibly due to reasons like sodium iodate over
dosage or method for the injury induction.

Interestingly, 16 days after intracarotid infusion of BMMCs, four animals maintained
ERGs recordable, whereas only one of each group BMMCs-derived lysate and Saline
presented ERG detectable. Retinal regeneration by stem cells transplantation, special
consideration should be given to the environment in which these cells are to be transplanted.
Following NalOj; exposure widespread damage to RPE cells is visible as massive necrosis and
breakdown of the blood-retina barrier. These processes may be accompanied by inflammation
(Machalinska et al., 2010). The inflammatory response induced by chemical injury although
have been implicated in signaling migratory pathways for progenitor cells, can also adversely
affect cell proliferation and induce cell death (Belmadani et al., 2006). On the other hand the
transplanted BMMCs could switch the retinal microenvironment to cell proliferation
permissiveness (de Paula et al., 2010). So, in spite of all these potential adverse effects we
were able to detect donor cells into the retina of lesioned mice 16 days after the
transplantation suggesting that the balance between cell proliferation and cell death in the
milieu are more complex than at first indicated. Therefore, it would be of great interest to
elucidate the mechanism underlying our observation.

In conclusion, our findings about the migration and survival of cells after intracarotid
infusion encourages further studies using the intraarterial route to deliver stem cells or cell
vectors for the synthesis and/or release of neurotrophic factors. Moreover, experimental
aspects such as injury size, cellular type and delivery timing need to be optimized in order to
continue investigating the possibility of potential of BMMCs transplantation for retinal

regeneration.
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Figure legends

Fig. 1. PCR analysis. Amplified eGFP DNA was found in both periods evaluated after
intracarotid infusion: at 1 hour in the both right and left eyes (top right); at day 16 in the left
eye for one animal (top left) and in both eyes for one animal (lower). C1. Positive control

sample. C2. Negative control sample.

Fig. 2. Representative ERG waveforms recorded at each experimental time periods from both
eyes. The left columns of A to D represent the records from the left eyes. A. ERGs obtained
pre-injury induction. Stimulus intensities were I: 826, II: 13 x 10° and III: 200 x 10* photopic
cd/m’. B. ERGs obtained 2 days after NalOj; injection. C, D. ERGs obtained at 7 and 16 days,
respectively, after intracarotid infusion of saline (upper), BMMCs (middle) and BMMCs-
derivated lysate (below). Four animals of BMMCs showed maintenance of ERG at day 16,
whereas only one from each other groups presented records. B-D stimulus intensity was 200 x
10° photopic cd/m”. The positive and negative spikes at the beginning of records are stimulus

artifacts.

Fig. 3. Comparison of the h-wave parameters between left and right eyes. The data are the
values obtained from each animal in response a 200 x 10° photopic cd/m” flash intensity
across all experimental time periods. The values of (A) amplitude and (B) implicit time
showed no significant difference between the both eyes in pre-injury, post-injury and in day 7

and day 16 after intracarotid infusion.

Fig. 4. Digitized image of transversal sections of the mouse retina. A. Control mouse
untreated with NalOs: central retina (A1) and peripheral retina (A2). B. NalO; treated mice:
sixteen days after intracarotid infusion the central retina presents complete reduction of ONL
(B1). Peripheral retina was less committed and show preserved ONL (B2). Spaces between
cells are artifacts of processing. Sections were stained with Nissl. ONL: outer nuclear layer,
OPL: outer plexiform layer, INL: inner nuclear layer, IPL: inner plexiform layer, GL:

ganglionar layer. Scale bar = 25um.
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Tablel
ERGs obtained at pre and post-injury, before intracarotid infusion.
Pre NalO; Post NalO;
mean + SD median (minimum and maximum)
ERG r
Lefteye Right eye Lefteye Right eye
a-wave
??\E)I‘t“de 221.1 £55.15a 198.9 £50.30 0.0 (0.0 to 88.20)  32.70 (0.0 to75.40)  0.0002/0.0002
a-wave
implicit 14.79 + 2.94b 14.09+£1.94  0.0(0.0t027.19)  0.0(0.0t031.90)  0.0065/0.1385
time (ms)
b-wave
??\E)htude 612.0 £166.7c  562.9 +178.8  0.0(0.0t0221.6) 0.0 (0.0to 180.4)  0.0002/0.0002
b-wave

implicit 93.65 + 38.00d  87.45 +£40.31 0.0 (0.0to 75.10)  53.10 (0.0 to 81.60) 0.005/0.0011
time (ms)

Variables were compared using the Wilcoxon test. o = 0.05.

# Pre NalOs versus Post NalO;: left eye / right eye.

Table 2
ERG parameters at 7 and 16 days after intracarotid infusion of saline, BMMC and lysate.
Day 7 Day 16
median median
ERG (minimum and maximum) (minimum and maximum) P
Saline BMMC Lysate Saline BMMC Lysate
b-wave
amplitude 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.5199
(Left)® (0.0t0106.8)  (0.0t043.90)  (0.0t079.30)  (0.0to 150.1)  (0.0to0 57.35) (0.0 to 80.60) :
b-wave
amplitude 0.0 46.98 0.0 0.0 2525 0.0 0.5199
(Right)° (0.0t0136.8)  (0.0t066.20)  (0.0t080.60)  (0.0t0 123.9)  (0.0t091.55)  (0.0to 114.1) :
b-wave
iﬂ’;m 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 03330
(Left)® (0.0t0105.0)  (0.0t057.40)  (0.0t053.00)  (0.0to 51.10)  (0.0to0 85.85) (0.0 to 43.60) '
b-wave
implicit 0.0 45,73 0.0 0.0 56.90 0.0 0.3330
time (0.0t075.60)  (0.0t079.25)  (0.0t040.70)  (0.0t0 66.30) (0.0 to 87.45) (0.0 to 51.80) '
(Right)°

Variables were compared using the Friedman test. o = 0.05.
? Left: data obtained from the left eyes.
® Right: data obtained from the right eyes.
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