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RESUMO

Introducao: A terapia celular utilizando células-tronco derivadas da medula
O0ssea podem gerar células progenitoras vasculares que contribuem para
neoangiogénese e melhora da circulagdo sanguinea em modelos de leséo
vascular periférica.

Objetivo: Avaliar o efeito das células tronco mononucleares da medula
ossea (CMMO) associada ao plasma rico em plaquetas (PRP) promove
vascularizagao colateral em membros inferiores isquémicos em coelhos.
Método: Foram induzidos a isquemia latera esquerda (n=30) coelhos
machos da raca Nova Zelandia. Os animais randomizados e divididos em
quatro grupos. Foram implantados um total de 10° CMMO + PRP. O fluxo
sanguineo foi monitorado por Doppler nos animais isquémicos e controle.
Analise histolégica de densidade capilar dos membros isquémicos foram
realizados 30 dias apos a indugédo de isquemia. Os cortes histoldgicos do
musculo gastrocnémio isquémico mostraram que indice capilar (capilar da
fibra muscular) foi maior no grupo implantado com CMMO+ PRP do que no
grupo controle(salina).

Conclusao: Este estudo demonstrou que o implante de CMMO+PRP em
membros isquémicos efetivamente induz a formagdo de vasos colaterais,
sugerindo que esta terapia celular € uma nova estratégia para terapéutica
para a doenga arterial periférica.

Palavras-chave: Isquemia; doenca arterial periférica; células-tronco

mononucleares; plasma rico plaquetas.



ABSTRACT

Introduction: Cell therapy using stem cells derived from bone marrow
can generate vascular progenitor cells that contribute to neoangiogenesis
and improves blood circulation in peripheral vascular injury models.

Objective: The purpose of this study was to determine whether
autologous bone marrow mononuclear stem cell (BMCs) associated with
platelet rich plasma (PRP) transplantation improves collateral vessels in a
rabbit ischemic limb model.

Methods: Unilateral hindlimb ischemia was surgically induced in New
Zealand White rabbits (n = 30). The animals were randomized into four
groups. A total of 106 BMCs + PRP were intramuscularly implanted into each
ischemic limb. Blood flow was monitored by Doppler in the ischemic and
control animals. Histological analysis of capillary density in the ischemic
limbs were performed 30 days after the ischemia induction.

Results: Histological sections of ischemic gastrocnemius muscle
showed that capillary index (capillary/muscle fiber) was greater in the BMCs
+ PRP implantation group than in the control (saline) group.

Conclusions: This study demonstrated that implantation of BMCs +
PRP into ischemic limbs effectively induces collateral vessel formation,
suggesting that this cell therapy is useful as a novel strategy for therapeutic
peripheral arterial disease.

Keywords: Ischemia; peripheral arterial disease; mononuclear stem cell;

platelet rich plasma.
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A doenga vascular periférica (DVP) teve um enfoque especial nos
ultimos anos, sendo reconhecido como um problema de saude publica em
virtude ao crescente numero de pessoas afetadas. Nos Estados Unidos,
estimam-se que oito milhdes de americanos sofrem de DVP, com
claudicagao intermitente sendo a maior prevaléncia apds aos 50 anos de

idade(1).

Ao passo que no Brasil essa incidéncia é de 21,6% em pessoas com
mais de 60 anos. Mais especificamente, com relacdo as veias varicosas ou
varizes, estima-se uma prevaléncia de 58% para as mulheres e 38% para os

homens(2).

A DVP promove limitagbes de locomogao, que podem comprometer
a realizagdo de atividades fisicas da vida diaria uma vez que a doenga
participa em muitos fatores de riscos, sendo o fator mais importante

relacionado a evolugéo de ulcera no pé(3, 4).

Na maior parte dos casos, os portadores de DVP sdao do sexo
masculino tendo como principal manifestacdo clinica da doenca a
claudicacao intermitente, definida como dor nas pernas, que piora com a

marcha e melhora apds a interrupgao da mesma (5, 6).

Os avangos terapéuticos disponiveis para o tratamento da DVP
ainda sao limitados e paliativos, evidenciando assim a necessidade do
desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas. Portanto € de suma

importdncia que o angiologista e/ou cirurgido vascular esteja familiarizado
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com o0s conceitos fisiopatologicos e as opgdes terapéuticas da

especialidade(7).

Por outro lado, a necessidade de novas modalidades terapéuticas
com a finalidade de melhorar a qualidade de vida do paciente portador de

vasculopatia periférica se torna necessaria.

Sabe-se que as células-tronco mononucleares da medula 6ssea
(CMMO) sédo células-tronco adultas indiferenciadas, capazes de
autorenovacao e reproduzir indefinidamente e, sobre certos estimulos, se
transformar em células especializadas de diferentes tecidos ou 6rgéos de

acordo com o meio ambiente local (8, 9).

Além disso, 0 uso de células-tronco mononucleares como um
tratamento para doengas isquémicas oferece a evidente vantagem de ter
oferta abundante e sem possibilidade de rejeicdo imunoldgica podendo ser
aplicada imediatamente sem a necessidade de isolamento celular, selegcao

ou passos de cultura (10).

Existem estudos em modelos experimentais na literatura que
embasam a possibilidade da neovascularizagao em tecidos isquémicos com
o transplante as células-tronco mononucleares da medula 6ssea. Nosso
grupo demonstrou em coelhos a capacidade de células da medula dssea

induziram neoangiogenese e melhora da claudicagao (11).

Contudo o plasma rico em plaquetas (PRP) revela-se como uma
técnica inovadora e vantajosa que tem apresentado resultados significativos

em diversos ramos da Medicina. Sendo um produto derivado de sangue



Introdugéo 4

autologo, que possui diversos fatores de crescimento provenientes dos a-
granulos plaquetarios estimulam a quimiotaxia, proliferacdo e diferenciagao
celular, sintese de colageno, neovascularizagdo e deposicdo de matriz
extracelular a partir de uma alta concentracédo de plaquetas em um pequeno

volume de plasma(12).

Dados na litetura descrevem que existe um grande problema
realacionando a mortalidade das células implantadas logo apdés o
transplante, pois esta taxa pode alcancar niveis de até 90% em 1 semana
apos o implante(13). Desta forma existe uma relagao direta entre o numero

de células implantadas e o seu beneficio funcional (14).

Assim a associagado de ambos os tipos célulares pode potencializar
suas acgdes e que a terapia combinada angiogénica com o uso de células-
tronco ou PRP revela-se uma alternativa terapéutica decorrente da

plasticidade celular na promogéao da neovascularizagao(15).

Este estudo tem por objetivo em avaliar o efeito das CMMO
associada ao PRP na cicatrizagdo de feridas em membros inferiores
isquémicos de coelhos e avaliar sua eficiéncia para futuros tratamentos

baseada em terapia celular.
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Baseado no fato de que as células-tronco mononucleares da medula
o0ssea (CMMO) apresentaram resultados favoraveis em modelos isquemia
de membro inferior aguda, a associagdo das CMMO e o plasma rico em

plaguetas pode apresentar os mesmos resultados?



3 OBJETIVOS




3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito das células tronco mononucleares da medula dssea
(CMMO) associada ao plasma rico em plaquetas (PRP) na ocluséo arterial

cronica.

3.2 Objetivos especificos

Estudar uma possivel neovascularizacdo sobre os efeitos da associacéo
celular, 30° dias da lesdo vascular do membro inferior desses animais.
« Comparar o efeito do tratamento PRP associado a CMMO entre si e com

seus respectivos grupos controle.



4 REVISAO DA LITERATURA
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Uma das possibilidades de induzir uma isquemia critica dos
membros inferiores em modelos animais € através da obstrugcdo permanente
ou temporaria da artéria femoral no qual interferem na organizagao celular
do musculo gastrocnémio.

Estudo realizado por Yuyama et al. em 2002, com 47 pacientes
portadores de isquemia critica unilateral, tratados com células
mononucleares da medula éssea, relataram melhora significativa no indice
tornozelo/brago da presséo transcutanea de oxigénio, evitando a amputacéo
de dedos de 15 pacientes do total de vinte pacientes submetidos a terapia
celular(16).

No Brasil Dalmo et al. em 2009 apresentaram um caso de
transplante de células-tronco da medula éssea em 6 pacientes com isquemia
critica de membro inferior, com excelente resultado apés 15 meses de
seguimento com cicatrizagdo das lesbes e supressado total da dor em
repouso(17, 18).

Pesquisadores tém estado a procura de modelos animais que
apresentam lesdes vasculares similares as dos seres humanos. O coelho e
o rato sdo os que tém apresentado melhor similaridade (19).

Analises histologicas experimentais em coelhos transplantados com
células-tronco mononucleares ou plasma rico em plaquetas indicam reforcar
a resposta de angiogénica a isquemia em nivel arteriolar e capilar, levando a
um aumento significativo da circulacao colateral regional(20).

E neste contexto que varias terapias estdo sendo estudadas na

tentativa de recuperacao da doencga arterial obstrutiva periférica .
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Uma das perspectivas é a terapia celular associada, que possa
reparar o tecido lesionado, implantando células com potencial de
mutiplicacéo e diferenciacdo em células contrateis e endoteliais na isquemia
critica dos membros inferiores, sugerindo uma angiogénese e uma

capacidade de regeneracao tecidual(21).
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4.1 Doenca Vascular Periférica

4.1.1 Definigio

A doenga vascular periférica (DVP) é caracterizada por uma
isquemia dos vasos dos membros superiores e inferiores devido a
obstrugdes existentes nas artérias(22).

As obstrugdes normalmente sdo causadas pelo acumulo de particulas
de lipidios e elementos fibrosos nas paredes dos vasos e, gradualmente vao
causando um estreitamento no seu interior e como consequéncia a
diminuigdo do aporte de sangue e oxigénio que irriga esses membros(23).

Recentemente introduziu-se o conceito de que, adeséo de leucdcitos,
agregacao, fibrindlise, inflamacao e disfungdo endotelial estdo diretamente
relacionados com todos os estagios da aterosclerose. Os principais fatores
de risco para doenca vascular periférica sdo: hipertensdo arterial,
sedentarismo, fatores genéticos, aumento do colesterol sanguineo e,

principalmente, diabetes e tabagismo (24).
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41.2 Epidemiologia

A prevaléncia de doenga vascular periférica (DVP) estd aumentando
em todo o mundo. Ha uma variedade de razbes para isso, incluindo o
envelhecimento da populagdo, sedentarismo, excesso de peso, habitos
tabagistas, doengas cardiovasculares e falta de tratamento adequado dos
fatores de risco, como hipertensdo e diabetes(24).

Nos Estados Unidos a prevaléncia da DVP é de 12% da populacéo
em geral, afetando de 8-12 milhées de pessoas com mais de 65 anos,
afetando até 7,6 milhées de americanos(25).

Nos paises em desenvolvimento, a DVP atinge 3 a 10% da populagéo
com mais de 50 anos, sendo que, na presenga dos fatores de risco como o
sedentarismo, diabetes e o tabagismo nos maiores de 70 anos combinado
com um grande aumento nos fatores de risco de arteriosclerose ajudaram a
conduzir a pandemia da doenca vascular periférica (26).

No Brasil, estudos sobre a prevaléncia da DVP ainda sao escassos,
mas sabe-se que o0 aumento da populagdo de idosos e a predominancia de
um estilo de vida que associa estresse, fumo, sedentarismo e alimentagdo
inadequada é acompanhado pelo aumento das doengas cardiovasculares
em geral (27).

Como consequéncia do crescimento mundial consideravel com o
processo natural de envelhecimento humano com arritmias, insuficiéncia

cardiaca, insuficiéncia renal, icto (acidente vascular cerebral) ou obstrugdo
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das artérias periféricas, as hospitalizagdes por doenga vascular periférica

tém aumentado durante muitos anos (28).

41.3 Confirmando a presencga e a etiologia estabelecida da doencga

vascular periférica

Embora o diagnéstico da DVP, seja baseado predominantemente na
histéria e exames (complementados por testes de laboratério padrao,
arteriografia do membro inferior, angiorressonancia magnética ou exames
com ecodoppler duplex), o diagndstico € sempre aparente (29).

Biomarcadores sdo extremamente uteis porque ainda ndo se sabe
precisamente porque os pacientes diabéticos tem uma maior predisposi¢cao
para desenvolver a doenga ateroesclerética vascular. O nivel do peptideo
Dimero-D plasmatico e a proteina C reativa dos pacientes ajuda os médicos
a determinar se a trombose venosa profunda (TVP) e/ou embolia pulmonar
esta presente(30).

Os pacientes com D-dimero <500 ng/ml ndo sao susceptiveis de
sofrer os eventos tromboembdlicos, enquanto que a DVP & provavel

naqueles com niveis > 500 ng ml (31).
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414 Tratamento da doencga vascular periférica

4.1.5 Tratamento Farmacolégico

- Anticoagulantes e Antiagregantes plaquetarios

Para indicagdo de medicagdes que tenham como objetivo diminuir a
incidéncia infarto agudo do miocardio (IM) (infarto do coragéo), acidente
vascular cerebral (AVC) e de fendmenos tromboembdlicos. Um dos
exemplos € o antiagregante plaquetario Clopidogrel que age no sangue

reduzindo a chance de formagao de trombos (coagulos sanguineos) (32, 33).

- Uso de Inibidores da Fosfodiesterase

Os inibidores da fosfodiesterase lll atuam reduzindo a degradacéao
da adenosina monofosfato (AMP) ciclico, produzindo inibigdo da agregagao
plaquetaria e vasodilatagdo. O Cilostazol pode reduzir os niveis lipidicos do
sangue em pacientes promovendo redugao nos triglicérides de 29,3 mg/dL
(15%) e aumento de 4,0 mg/dL (cerca de 10%) na lipoproteina de alta

densidade (HDL-colesterol), com influéncia na fungéo cardiovascular(32, 34)

- Derivado da dimetilxantina
Dentre os agentes que melhora as propriedades do fluxo sanguineo,
a pentoxifilina tem sido a mais estudada. A pentoxifilina € um derivado da

dimetilxantina, usado como agente vasodilatador periférico, hemorreoldgico,

I
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ciclico nos gldbulos vermelhos. Consequentemente, a pentoxifilina melhora a
microcirculagdo nutritiva em areas com comprometimento do fluxo

sanguineo (32, 33).

41.6 Tratamento Cirargico

- Revascularizagé&o angioplastia transluminal percuténea

Nesta intervengdo, € inserido um catéter na artéria femoral
propiciando maior rapidez e reprodutibilidade, facil localizagdo pelo maior
calibre do vaso, entdo um pequeno baldo situado na sua extremidade é
insuflado para abrir 0 vaso estenosado. Frequentemente, um implante
metalico denominado “stent” é utilizado como armacéao de suporte da parede
da artéria depois de esta ser aberta com o baldo. Em casos mais criticos,
deve desviar cirurgicamente a corrente sanguinea do vaso estenosado com

uma secgao de uma veia retirada da perna ou com um enxerto sintético (35).

4.1.7 Programas de exercicio

Os estudos demonstraram que prescricao de exercicios para
pessoas com condicbes crbnicas visa aumentar o desempenho fisico
promovendo a saude e, melhorar a qualidade de vida. O programa de

exercicios para promover beneficios aos portadores de DVP deve ter uma
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duragcdo de pelo menos 30 minutos todos os dias por um periodo de seis
meses e fazer parte do tratamento da doenca (36).

O exercicio tem sido registrado como uma estratégia simples e
promissora, muitas pessoas preferem a marcha ajudando a manter a
capacidade de funcionamento dos membros livres de dor. Pode igualmente
experimentar andar de bicicleta (estacionaria ou normal) e o nado, para
melhora do metabolismo musculo-esquelético, facilitando a utilizacdo do
oxigénio e permitindo maior capacidade de desempenho em atividades

fisicas (37).

418 TERAPIA CELULAR

Das linhagens de células-tronco somaticas estudadas até o
momento, as CMMO sdo as que apresentam maior plasticidade podendo
originar tecidos mesodermais e ndo mesodermais (38). Acredita-se que as
CMMO originam outras células por transdiferenciagdo, ou seja, elas
alterariam sua expressao génica para a de uma linhagem celular
completamente diferente, originando tipos celulares distintos (39). Outra
proposta € de que elas podem fusionar-se a uma célula alvo adulta,
assumindo o padrao de expressdo génica da célula a qual se uniu, o que

favorece sua utilizagéo na terapia celular in vivo.

Tateishi-Yuyama e colaboradores em 2002, publicaram o primeiro

estudo clinico utilizando células-tronco autélogas mononucleares da medula
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O0ssea em 52 pacientes com isquemia cronica dos membros. Baseando-se
em modelos experimentais de isquemia de membro inferior de estudos
anteriores, demonstraram eficacia e a seguranca do método e sua

capacidade de diferenciacéo angiogénica.

Este mesmo autor relata que apoés o transplante das CMMO houve
uma melhora significativa da dor em repouso desses pacientes, assim como

o fechamento de feridas isquémicas (16).

O estudo multicéntrico randomizado TRAFFIC (recombinante fator
de crescimento fibroblastico-2 para claudicagdo intermitente) em fase I,
demonstrou que a terapéutica angiogénica com fator de crescimento
vascular (FGF-2) recombinante via intra-arterial apresentaram resultados
nao significativos estatisticamente com relagdo ao desfecho primario; a
amputagao, entretanto, demonstrou melhora em relacdo a catrizagao das

feridas (40).

Nas ultimas décadas diversos estudos tém sido publicados, citando
os resultados in vitro e in vivo, considerando a relevancia do potencial do
uso das células-tronco autdlogas (fragdo mononucleares da medula éssea)

no transplante em doencga arterial periférica de membros inferiores (41).

A literatura afirma que em resposta a isquemia critica 0 numero de
células endoteliais progenitoras circulantes aumenta e sdo atraidas para os
sitios de isquemia, contudo esses resultados apresentados com a terapia

celular ainda representa uma dificuldade a ser transposta.
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4.2 Células-Tronco (CT)

Células-tronco sao definidas como células ndo especializadas que
possui capacidade de proliferacdo indefinida, auto renovagcdo e de se
diferenciarem em tecidos especializados; sendo que, nos ultimos anos, suas
propriedades e fungdes tém sido largamente estudadas quanto a
embriogénese dos organismos vivos, ao cancer, a cicatrizagao tecidual e a

regeneracao (42).

As CT possuem capacidade de se diferenciar de acordo com o meio
ambiente local. As células da medula 6ssea podem sofrer dois processos de
diferenciagao: as células mononucleares indiferenciadas e as multinucleares

(43, 44).

As células-tronco presentes na fragdes mononucleares (CMMO)
constituem uma linhagem de células-tronco adultas, somaticas e podem ser
encontradas na medula 6ssea e no sangue periférico, apresentando grande
plasticidade, podendo se diferenciar em qualquer tipo celular, sendo

responsaveis pela manutencao e reparagao dos tecidos (45, 46) .

Dentre as CMMO, as células hematopoiéticas sdo funcionalmente
definidas como células capazes de reconstruir e manter todas as linhagens
sanguineas como (linfocitos, eosindfilos, basdfilos, neutrdfilos, células
vermelhas e plaquetas) e possuem determinados marcadores de membrana

como por exemplo Sca-1, c-Kit, e CD 34+ (47).
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As células-tronco mesenquimais (CTMs), podem ser encontradas na
medula 6ssea, no tecido muscular, pele e no tecido adiposo, sendo
caracterizadas pelo seu potencial de diferenciacdo em células musculares,
hepatdcitos, ostedcito, tecido adiposo, condrécitos e estroma, apesar de
representarem menos de 0,01% das células nucleadas da medula 6ssea,
essas células sao facilmente expandidas in vitro por demostrarem ter a
capacidade de diferenciacdo em diversos tecidos quando cultivadas em

meios de cultura apropriados (48, 49).

Em condicbes adequadas de cultivo, estas células exibem
morfologia fibroblastéide com caracteristicas de adesdo em substrato
plastico, autorrenovagao e diferenciagdo em tipos celulares distintos (45, 46,
50), podem ser expandidas por até 40 gera¢cdes e mantendo a capacidade
pluripotente, embora a taxa de mitose diminua e a probabilidade de mutagao

aumente, o que limita seu uso clinico nestas condigdes (51).

Existem dois tipos de células-tronco: as células-tronco embrionarias

e as células-tronco adultas.

As células-tronco embrionarias sdo encontradas em estagios iniciais
pos-fertilizagcao, por volta do 4° ao 5° dia, derivadas da camada interna do
blastocisto, podendo ser classificadas como totipotentes ou pluripotentes,
conforme seu potencial de diferenciagdo. Durante a embriogénese,
linhagens celulares distintas sdo formadas por essas células pluripotentes.
Atualmente, também ha a possibilidade de se produzirem embrides, através

da clonagem para fins terapéuticos (52).



Reviséo da Literatura 21

Apesar de as células-tronco embrionarias terem mostrado a sua real
capacidade de diferenciagdo em varios tipos celulares, ndo devemos

esquecer que ainda permanecem grandes limitagdes para seu uso (53).

As células-tronco adultas da medula éssea séo consideradas ceélulas
multipotentes e com capacidade de diferenciagcédo mais limitada, ndo tendo
por isso, capacidade de formar todos os tipos de tecido de um individuo,
apesar de recentemente ter sido relatado que o potencial de diferenciagao
dessas células € bem maior do que se pensava anteriormente. Estas células
podem ser extraidas de diversos tecidos adultos, tais como: medula 6ssea,
sangue, placenta, figado, sistema nervoso, epitélio, corddo umbilical, etc

(54).

Estas células apresentam condi¢gdes vantajosas pela simplicidade do
procedimento em que células extraidas da medula 6ssea podem ser
isoladas e transplantadas no defeito 6ésseo, considerado um procedimento

pouco invasivo e nao requer que o paciente seja imunossuprimido (55).

Muitos estudos necessitam ser realizados para melhorar a
compreensao dos fatores de crescimento e quais suas interagdes, efeitos e
mecanismos, como também compreender o fenbmeno de migracdo das
células ao ambiente de cicatrizagao (56). Assim, dentre os diversos meios de
terapia celular, o tratamento regenerativo a partir do transplante autélogo de
células-tronco mononucleares apresenta-se como uma promissora

alternativa aos métodos regenerativos periodontais convencionais (41, 57).
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421 PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

O PRP é um concentrado de plaquetas preparado através da
centrifugacédo obtido a partir do sangue autégeno do paciente e também é
conhecido como plasma enriquecido de plaquetas (PeRP), concentrado
plaguetario (PRC) ou gel de plaqueta autdlogo (58).

Diversos estudos demonstram que os fatores de crescimento
presentes (FCs) no PRP como o PDGF (fator de crescimento derivado de
plaquetas), TGF-a e TGF-f3 (fatores de crescimento de transformacao a e [3)
sdo citosinas provenientes do sangue com importante papel na proliferagcao
e diferenciagdo, quimiotaxia e angiogénese celular (59, 60).

Os diversos FCs presentes no PRP criam a expectativa como opgao
terapéutica, que quando introduzidos no local da lesdo, recrutam células
envolvidas na diferenciagao e proliferagcao celular promovendo a reparagao
tecidual (61).

Entre os efeitos teciduais dos FCs no PRP observa-se peptideos
sinalizadores responsaveis pela regulagdo do metabolismo celular, que
desencadeiam a ativagao sobre leucécitos polimorfonucleares, macrofagos,
fibroblastos e estimuladores dos processos celulares de mitogénese, nas
células endoteliais e musculares lisas, estimulando a angiogénese (62, 63).

O efeito terapéutico do PRP ¢é decorrente principalmente da
degranulagdo dos granulos alpha contidos nas plaquetas, que ocorre
principalmente na primeira hora e que continua aproximadamente por sete

dias, periodo de vida das plaquetas (64).
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O procedimento do uso do PRP inicia com a aplicagdo das plaquetas
no local lesionado ativando os FCs que provocam aumento da transcrigdo
génica e producgao de proteinas as quais se aderem ao colageno formando
um tampao plaquetario, desencadeando a proliferagcdo e diferenciacao
celular.

O resultado da agdo conjunta dos FCs derivados das plaquetas € a
sinalizagdo para que as células mesenquimais e epiteliais migrem para o
local, sofrendo divisdo mitética e estimulando a sintese de matriz e
colageno, acarretando cicatrizacdo mais rapida e eficiente (63).

Estudos publicados em medicina e na odontologia envolvendo a
aplicagcdo PRP vem sendo usado ha algum tempo, particularmente em
procedimentos cirurgicos maxilofaciais, pé e perna diabética, cirurgia
cardiaca e vasculares, na reparagao 0ssea, neurocirurgicos e de cirurgia
plastica (65).

Na maior parte destes estudos foram demonstrados resultados
positivos e encorajadores.Existem varios protocolos para obtengdo do PRP
para moldar-se na concentragdo plaquetaria ideal e maior liberagéo de FCs,
fatores que séo os responsaveis imediatos pelo processo cicatricial(66).

E indispensavel a escolha de protocolo baseado em anélises
quantitativa e qualitativa de plaquetas para ter-se sucesso clinico. Ha varios
protocolos de centrifugacdo que concentram e capturam as plaquetas,

visando a obtencédo do PRP(16).
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ABSTRACT

Objective: The purpose of this study was to determine whether
autologous bone marrow mononuclear stem cell (BMCs) associated with
platelet rich plasma (PRP) transplantation improves peripheral
collateralization in a rabbit ischemic limb model.

Methods: Unilateral hindlimb ischemia was surgically induced in New
Zealand White rabbits (n = 30). A total of 10° BMCs + PRP were
intramuscularly implanted into each ischemic limb. Blood flow was monitored
by Doppler in the ischemic and control animals. Histological analysis of
capillary density in the ischemic limbs was performed 30 days after the
ischemia induction.

Results: Histological sections of ischemic gastrocnemius muscle
showed that capillary index (capillary/muscle fiber) was greater in the BMCs
+ PRP implantation group 30 days after the ischemia induction than in the
saline group.

Conclusions: This study demonstrated that implantation of BMCs +
PRP into ischemic limbs effectively induces collateral vessel formation,
suggesting that this cell therapy is useful as a novel strategy for therapeutic
peripheral arterial disease.

Keywords: Angiogenesis; Cell therapy; Hindlimb ischemia; PRP;

BMCs.
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Introduction

Obstructive Peripheral Arterial Occlusive Disease (PAOD) of the inferior
members is a worldwide health problem and its prevalence is estimated in 27
million of people in Europe and North America (1).

PAOD development is a multifactorial process with a variety of severe
manifestations as ischemic rest pain, ulcerations, and gangrene increasing
the risk of claudication, poor wound healing, limb amputation, and stroke (2).
The therapy for PAOD has increased in the last decades with the introduction
of regenerative therapy. The use of stem-cells, vascular endothelial growth
factor (VEGF), and fibroblast growth factor FGF significantly improved
symptoms and hemodynamics variables in the treated limbs, as reported in
the literature (3).

Bone marrow mononuclear cells (BMCs) or Platelet rich plasma (PRP)
therapies are delivered locally into affected tissues and can contribute to the
regeneration of ischemic tissues and enhance the neovascularization of
ischemic hindlimbs through both, cellular and paracrine mechanisms (4) (5).
Preclinical studies suggest that BMCs transplantation in ischemic limbs
increase the number of collateral vessels and are dependent of the supply of
endothelial progenitor cells and multiple angiogenic factors (6). Accordingly,
the objective of this study is to analyses the effects of associated transplant

of BMCs and PRP on PAOD therapy.
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Materials and Methods

Schedule of the Study

Time schedule of the study is shown in Fig. 1.

Animals

Thirty New Zealand male rabbits (1.5Kg - 2.0Kg) were used. The animals
were kept in cages under controlled conditions of temperature and light-dark
cycle of 12 h, with free access to food and water. The Animal
Experimentation Ethics Committee of the Pontificia Universidade Catdlica do
Parana (PUCPR) approved all experimental protocols used in this study
(596).

Experimental Design and Animal Hindlimb Ischemia Model

The rabbits (n=30) were subjected to unilateral limb ischemia and randomly
divided into 3 groups (n=10/group). No rabbit died during the
experimentation. The control group received saline, the GPRP group
received autologous PRP, and the GBM+PRP group received autologous
BMCs and PRP. The saline, PRP alone or BMCs + PRP were administered
into the ischemic muscles 7 days after surgery. Animals were anesthetized
as described before (7). The left femoral artery was completely excised from
its proximal origin to its bifurcation formed by the saphenous and popliteal
arteries, as previously described (8, 9). A total of 5x106 BMCs and PRP was
injected intramuscularly in treated animals into 3 different sites of the
gastrocnemius muscles at the medial thigh of the ischemic hindlimbs (10).

The rabbits were euthanized 30 days after the intramuscular injection by an
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intravenous overdose of pentobarbital. The hindlimbs were opened and

gastrocnemius muscles were isolated.

Preparation of PRP and Doppler vascular Analysis

8-15 mL of central auricular artery blood were collected and harvested 7
days after surgery using heparin as anticoagulant, according to the method
previously reported (11). Rabbit GBM was aspirated from the right iliac crest.
BMCs were isolated by centrifugation through a Histopaque density gradient
Sigma (St Louis, USA) according to Boyum (12). After centrifugation, cell
analysis was conducted by cell counting and fluorescence activated cell
sorting (FACS). Cell counting was performed using an automatic blood
counter Sysmex XE2100 (Co, Kobe, Japan). BMCs phenotypes were
detected by flow cytometry, using FACS Calibur (Becton Dickinson, USA). All
antibodies for flow cytometric analysis were purchased from Biolegend (San
Diego, CA). The vascular evaluations were performed before hindlimb
ischemic surgery and 30 days after saline, PRP alone or BMCs + PRP

administration.

Muscle Histology and Immunohistochemistry (IHC)

Hindlimbs of euthanized rabbits were dissected and muscle tissue specimens
were harvested and fixed in formalin. Histopathologic analysis of the
gastrocnemius muscle in the medial thigh was performed. Specimens were
paraffin embedded and cut into 5 pym slices. The morphometric analyses

were performed through the program IN Cell InvestigatorTM software (GE
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Healthcare, USA). The angiogenesis was measure by IHC positively stained
vessels using anti-human CD31 (Molecular Probes, USA.) antibody
conjugated with DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). The total amount of
vascularization was determined as the number of capillaries per fiber in 4 to 6

fields/muscle.

Statistical analysis

Statistical significance was evaluated by the Tukey-Kramer method for
multiple comparisons after the confirmation of data variances equality by the
Brown-Forsythe test. P<0.05 was considered statistically significant. Data are
shown as mean + SE and were performed using GraphPad Prism v.6.0

(GraphPad Software, Inc) software.

Results

The rabbits used in the present study showed no adverse effects related to
surgery or therapy combined. Within 3 days of femoral excision, rabbits were
noted to have mild pallor of the hindlimb compared to the sham operated, as
well as small (2 mm) superficial skin ulceration on the plantar surface of the
left paw with no evidence of critical limb ischemia, infection or gangrene.
Both pallor and ulceration qualitatively improved over the course of the study,

with no clear difference among groups.

Analysis of the total nuclei amount per fiber showed a significantly increase in

cell number in the GPRP group when compared to the saline group
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(47.66+£18.06 vs. 13.83+7.53, p<0.05 and was significantly greater in the
GBM+PRP group than in the saline group (93.60+28.63 vs. 13.83+7.53,
respectively; p<0.01vs. saline) fig. 2.

More capillaries were detected in the ischemic muscle of GBM+PRP group
when compared with that in the control group at day 30 after cells therapy
implantation or saline injection (Fig.3). Capillary density score of the ischemic
hindlimb were significantly increase in the GPRP group than in the saline
group (2.3 x106£1.0 x 106 vs.1.9x106 £ 5.2 x 105 p<0.05 and GBM+PRP
group than in the saline group (3.31 x106+1.6 x106 vs. 1.9x106 +£5.2 x 105,

respectively; p<0.05 vs. saline).

Discussion

Tissue Engineering provides a variety of strategies to effective therapeutic
angiogenesis as the local delivery of cells or bioactive factors that could
promote angiogenic mechanisms in vivo (13). Our results show that the
combined treatment with BMCs and PRP can enhance collateral vessel
formation by improving cell proliferation.

Autologous BMCs, when transplanted in the hindlimb, can differentiate into
smooth muscle cells and endothelial cells (14). Different growth factors in
PRP have diverse roles in angiogenesis and restoration of blood flow after
hindlimb ischemia and may offer a suitable microenvironment for BMCs to
promote proliferation and differentiation (5, 15). According to our data, we
can suggest that the combined therapy using GBM+PRP participated in

angiogenesis by the secretion of trophic factors.
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Yang et al. reported that both types of cells, BMCs and PRP, can divide and
proliferate in the transplanted region and differentiate into corresponding cells
under local microenvironment so as to replace injured cells(16). Regarding
clinical efficiency, preclinical studies have indicated that a variety of growth
factors promote the development of collateral arteries, a concept called
therapeutic angiogenesis (15).

The histological findings showed an increase in capillary density after BMSc
+ PRP therapy in hindlimb ischemia, demonstrated via IHC staining and
companied by an augmentation in cell nuclei amount (confirmed via DAPI
staining).

Our finding indicate that the combination of BMCs + PRP results in a
significantly better healing effect on ischemic hindlimbs when compared to
the other 2 groups tested. However, the beneficial effect of PRP therapy
alone appears to be transient since the histological assessment of ischemic
repair was not significantly different 30 days after cell transplantation, when
compared to control group (fig.2). Several researchers believe that
endothelial progenitor cells included in BMCs differentiated into endothelial
cells and, after transplantation in the injury region, contributes to cell survival
and angiogenesis (17, 18).

Autologous BMCs and PRP are a rich source of growth factors that
stimulates angiogenesis in ischemic muscle (19). Moreover, angiogenic
factors, including VEGF and epithelial growth factor (EGF), are also released

from injured tissue recruiting BMCs to replace injured tissue (20, 21).
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Previous studies similarly demonstrated that there is an additional
contribution derived from BMCs or PRP progenitors which are mobilized in
the setting of limb or myocardial ischemia, migrate to ischemic tissue, and
are actively incorporate into new vessels (22). In preclinical ischemic animal
model, it is suggested that collateral vessels might need to be induced for
weeks or months before the newly formed vasculatures mature (23).

Our data concurs with the findings mentioned above supporting the
hypothesis that PRP, in combination with BMCs, have a modulating effect on
angiogenesis through the growth factors involved in wound healing (24).

In the present study, we demonstrated that BMCs + PRP possesses pro-
angiogenic properties in hindlimb ischemia in rabbits through the increase in
the amount of peripheral collateral vessels and mature vasculatures formed
(p<0.01) 30 days after the cells implantation.

Of course, other mechanisms involved in collateral vessels function such as
migration, muscle formation, and regeneration might also exist. However, it is
unclear whether a persistent angiogenic stimulus is required or not to reverse
the ischemia in clinical setting.

We believe that there is a direct relationship between the number of
transplanted cells via intramuscular route and the functional effect,
corroborating the findings of the other authors (25, 26).

The increase in the number of cell nuclei in rabbits treated with combined
therapy (BMCs + PRP group), when compared with saline group, also
indicates a less significative loss of muscle fiber with preservation of

capillaries (fig.2). This finding is in agreement with recent studies that have
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shown in vivo and in vitro functional recovery of ischemic diseases promoted
by BMCs therapy, revealing their efficiency and safety. (6, 27, 28).

In conclusion, the combined treatment with BMCs and PRP offers a potential
option for therapeutic angiogenesis in limb ischemia. This study provides
evidence that action between growth factors and cytokines released from
BMCs and PRP are capable of inducing mature blood vessel formation.
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Figure Legends

Figure 1. Time Schedule of the study.
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Figure 2. Phase contrast images of the gastrocnemius muscles after injection
of saline, A, phase contrast images of the gastrocnemius muscles after
injection of bone marrow mononuclear cells (BMNCs) and platelet rich
plasma (PRP), B, Fluorescence micrographs of the gastrocnemius muscles
after injection of (BMNCs) and (PRP) labeled with DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) marker. B and C, D, myofiber nuclei score. Upper panels

correspond to day 30 after injection to the gastrocnemius muscle. Bar: 50

Mm. *** p<0.01 and **p<0.05.
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Figure 3. Effects of BMCs+PRP on capillary density in ischemic hindlimb.
CD31-positive cells were stained in the gastrocnemius muscle at day 30 after
induction of ischemia (A), (B) representative images of DAPI (4',6-diamidino-
2-phenylindole) capillary density was identified with capillary per field (x 400
magnification, arrow, (C) Capillary score, values are mean £ SEM; n = 10,

*means P < 0.05, *means P < 0.05. Scale bar indicated 50 uym.
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Analisando-se os dados obtidos neste trabalho pode-se sugerir que:

e O tratamento combinado por meio de CMMO e PRP oferece uma
opcao potencial para angiogénese terapéutica na isquemia critica de

membro.

¢ O estudo fornece evidéncias de que a agao sinérgica dos fatores de
crescimento e citocinas libertadas de células CMMO e PRP séao

capazes de induzir a vascularizagao
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