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instabilidade do tronco, e cauda elevada (esta Ultima nao observavel na imagem).
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trauma medular. Representacdo gréafica de médias e desvios-padroes dos niveis de
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RESUMO

Objetivou-se com este estudo avaliar o efeito da w-conotoxina MVIIC e das células tronco
mesenquimais (CTM) de forma isolada e sua associagdo nos ratos submetidos ao trauma
medular agudo. No estudo, foram utilizados trinta e seis Rattus norvegicus, linhagem Wistar,
sendo seis animais, com trinta dias de idade, peso médio de 120 g, utilizados para a coleta e
extracdo das CTM originadas da medula 6ssea, cultivadas até a terceira passagem. Os demais
animais, machos, trés meses de idade, com peso médio de 350 g, foram distribuidos
aleatoriamente em cinco grupos experimentais com seis animais: controle negativo (CN),
controle positivo (CP), w-conotoxina MVIIC (MVIIC), células tronco mesenquimais da medula
6ssea (CTM-MO) e associacdo (MVIIC + CTM-MO). O grupo CN foi submetido a
laminectomia da vértebra T12 sem trauma medular, os demais grupos foram submetidos a
laminectomia seguido de trauma medular contusivo. O grupo CP recebeu 10 pl de PBS e o
grupo MVIIC 10 ul de PBS contendo 20 pmol da w-conotoxina, ambos por via intratecal uma
hora apds o trauma medular. O grupo CTM-MO recebeu 0,2 ml de PBS contendo 1x10° de
CTM via intravenosa na veia lateral da cauda 24 horas apos o trauma, e o grupo MVIIC + CTM-
MO recebeul0 ul contendo 20 pmol da w-conotoxina MVIIC via intratecal uma hora apds o
trauma e 1x10° de CTM via IV apds 24 horas do trauma medular agudo. Os animais foram
observados durante sete dias. Foram avaliadas a funcéo locomotora destes animais, a geragédo
de espécies reativas de oxigénio, peroxidacdo lipidica, e a expressdo génica dos fatores de
apoptose. No tratamento com MVIIC + CTM-MO, observou-se recuperacao da funcdo motora
dos animais apos o trauma medular agudo e reducdo da expressao génica do Bax (p<0,05). N&o
houve reducéo do estresse oxidativo e dos fatores pro-apoptdticas caspases-3, 8 e 9 nos grupos
estudados (p>0,05). Pode-se concluir que, a associacdo da m-conotoxina MVIIC as células
tronco mesenquimais conferiu neuroprotecdo no TMA. A MVIIC agiu sinergicamente,
melhorando sua a¢éo e reduzindo a apoptose e, consequentemente, com recuperacdo da funcéo
motora.

Palavras-chave: conotoxina, terapia celular, lesdo medular, bloqueadores de canais de calcio,
celulas tronco.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of m-conotoxin MVIIC and mesenchymal
stem cells (MSCs) isolated and its association in rats submitted to acute spinal cord trauma.
Thirty-six Rattus norvegicus, Wistar strain, were used in the study. Six thirty-day-old animals,
with an average weight of 120 g, were used for the collection and extraction of bone marrow-
derived MSCs, cultivated until the third passage. The remaining animals, three-month-old
males with an average weight of 350 g, were randomly distributed in five experimental groups
with six animals: negative control (CN), positive control (CP), w-conotoxin MVIIC (MVIIC),
bone marrow mesenchymal stem cells (CTM-MO) and the association (MVIIC + CTM-MO).
The CN group underwent T12 vertebra laminectomy without spinal cord trauma, and the other
groups were submitted to laminectomy followed by contusive spinal cord trauma. The CP group
received 10 pl of PBS and the MVIIC group 10 pl of PBS containing 20 pmol of ®-conotoxin,
both intrathecally one hour after spinal cord trauma. The CTM-MO group received
intravenously 0,2 ml of PBS, containing 1x10° of CTM, in the lateral tail vein 24 hours after
the trauma, and the MVIIC + CTM-MO group received intrathecally 10 pl containing 20 pmol
of ®-conotoxin MVIIC, one hour after trauma, and 1x10°of CTM intravenously 24 hours after
acute spinal cord trauma. The animals were observed for seven days. The locomotor function
of these animals, the generation of reactive oxygen species, lipid peroxidation, and gene
expression of apoptosis factors were evaluated. In the treatment with MVIIC + CTM-MO,
recovery of the motor function of the animals was observed after acute spinal cord trauma and
reduction of Bax gene expression (p<0,05). There was no reduction of oxidative stress and pro-
apoptotic factors caspases-3, 8 and 9 in the studied groups (p>0,05). It can be concluded that
the association of m-conotoxin MVIIC with mesenchymal stem cells conferred neuroprotection
in acute medullar trauma. The MVIIC acted synergistically, improving its action and reducing
apoptosis and, consequently, with recovery of motor function.

Keywords: conotoxin, cell therapy, spinal cord injury, calcium channel blockers, stem cells.
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1. INTRODUCAO

O trauma medular agudo é uma afeccéo frequente na rotina da clinica de pequenos animais, e
as lesdes medulares séo classificadas de acordo com sua origem. O trauma de origem enddgena
esta relacionado a alteracGes degenerativas do disco intervertebral com extrusdo ou protrusdo,
fraturas patoldgicas e anormalidades congénitas (Olby, 2010); aqueles de origem exdgena, Sao
decorrentes de atropelamentos, ferimentos por projéteis, quedas e brigas com outros animais.
Na medicina veterinaria existem poucos dados que informem quantos animais sdo acometidos
por ano, porque muitos pacientes acometidos ao serem atendidos em clinicas e hospitais
veterinarios sdo submetidos a eutanasia pela gravidade da lesdo ou pelo fator prognéstico
desfavoravel (Bahr Arias, Severo e Tudury, 2007; Mendes e Bahr Arias, 2012).

Na medicina humana existe uma base de dados atualizada anualmente, como exemplo citamos
o0 Centro Nacional de Estatistica de Lesdo Medular dos Estados Unidos (NSCISC). Estima-se
que a incidéncia de lesdo medular seja de 54 casos/milhdo de pessoas a cada ano, ou seja, 17.700
novos casos a cada ano, considerando o tamanho da populacdo americana como 327 milhdes
de pessoas. Atualmente, a prevaléncia média é de 288 mil pessoas com lesdo medular, e a
maioria dos novos casos correspondem ao género masculino (75%). As principais causas destas
lesbes sdo em decorréncia de acidentes automobilisticos, seguidos por quedas, incluindo
também atos de violéncia (principalmente ferimentos a bala) e atividades esportivas e
recreativas. Em humanos a tetraplegia incompleta (segmento medular parcialmente lesionado)
é a lesdo neurologica mais frequente, e menos de 1% dos pacientes apresentam a recuperagdo
neurolégica no momento da alta hospitalar (NSCISC, 2018).

Os individuos acometidos pela lesdo medular convivem com esta patologia, que é considerada
uma das mais debilitantes e com consequéncia devastadora para si e seus familiares. O trauma
medular acarreta a reducdo da qualidade de vida para o paciente, pois as sequelas podem variar
desde uma concussdo medular até atingir déficits neurologicos transitorios ou provocar uma
paralisia permanente (Kwon et al., 2004; Eckert e Martin, 2017). A qualidade de vida se reduz
drasticamente com desafios na recuperacao e reabilitacdo desses pacientes. Além disso, existem
também o sofrimento emocional, custos financeiros decorrentes de cirurgias, reabilitacdes e
cuidados especiais que afeta o seu entorno familiar (Hulsebosch, 2000; Campagnolo, Bartlett e
Keller, 2000, Hall e Springer, 2004; Wu e Ren 2009).

A fisiopatologia do trauma medular envolve mecanismos primarios e secundarios. A leséo
primaria € o resultado de forgcas mecanicas que incluem flexdo, extensdo, carga axial, rotacao e
distracdo no evento traumatico (Yip e Malaspina, 2012; Witiw e Fehlings, 2015), provocando
a ruptura de osteoligamentos e esmagamento de elementos neuronais (axénios, corpos
neuronais, células da glia). Envolve eventos vasculares, celulares, biogquimicos com interrupgéo
fisioldgica e/ou morfoldgica dos impulsos nervosos (Li et al., 1996; Delamarter e Coyle, 1999).
Esses eventos sdo neurodegenerativos que promovem lesdes secundarias com perda de tecido
neuronal e comprometimento da integridade da medula espinhal (Janssens, 1991; Oyinbo,
2011). E essencial que o paciente acometido por esta lesdo traumatica seja atendido de forma
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emergencial, clinicamente e/ou cirurgicamente, no intuito de reduzir a extensdo da lesédo ao
tecido neuronal (Bahr Arias, Severo e Tudury, 2007; Gupta et al., 2010).

A lesdo secundéria é resultante de alteracdes locais intracelulares e extracelulares que podem
se desenvolver alguns minutos a dias ap6s o trauma (Jenssens, 1991; Delamarter e Coyle, 1999;
Olby, 2010). Ocorrem anormalidades vasculares com diminui¢do do fluxo sanguineo no
segmento medular lesado e infarto isquémico na substancia cinzenta central com possiblidade
de necrose dentro de 24 horas (Delamarter e Coyle, 1999; Olby, 2010). Na isquemia ocorre 0
esgotamento de adenosina trifosfato (ATP) e acumulo de produtos do metabolismo celular com
geracdo de radicais livres, determinando lesdo de neur6nios e células da glia. Imediatamente
apos o trauma, ha o bloqueio da conducdo nervosa devido ao efluxo de potéssio e influxo de
calcio, pois o dano neuronal devido a lesdo ocasiona a liberacdo de glutamato em niveis toxicos.
O glutamato é responsavel por abrir os canais de sddio, cloreto e principalmente o de célcio
(Matute et al., 2011). O aumento de calcio intracelular causa necrose e apoptose, além de iniciar
uma resposta inflamatdria decorrente dessas lesdes. O processo inflamatorio promove dano e
morte celular a neurbnios e axbnios e, consequente deterioragdo funcional com
comprometimento medular (Janssens, 1991; Lu, Ashwell e Waite, 2000; Bahr Arias, Severo e
Tudury, 2007). Portanto, as lesdes secundarias desencadeiam eventos em cascata que culminam
na morte celular imediata e progressiva atingindo axonio e as células sobreviventes ao impacto
mecanico do trauma, prejudicando a recuperacgéo do tecido medular de forma imediata (Gupta
et al., 2010).

Na tentativa de interromper ou reduzir as lesbes secundarias, tem-se estudado o uso de
substancias farmacologicas neuroprotetoras com o intuito de melhorar as func¢des neurolégicas
nestes pacientes. Os principais neuroprotetores utilizados sdo os bloqueadores de canais de
sodio e célcio, antioxidantes e inibidores do &cido aracddnico (Bahr Arias, Severo e Tudury,
2007). O estudo com agentes bloqueadores de canais para calcio demonstram potencial
terapéutico nessa afeccdo por impedir o fluxo exacerbado deste ion, reduzindo a progressdo da
lesdo secundaria (Choi, 1992; Bergman, Lanz e Shell, 2000).

A toxina de caramujos marinhos do género Conus € considerada uma substancia com alto
potencial terapéutico por apresentar estabilidade, facilidade de sintese e alta seletividade
presente nas classes das conotoxinas (U e o) pelos canais de sodio e calcio na membrana
plasmatica (Shen, Layer e McCabe, 2000; Lewis e Garcia, 2003; Olivera e Teichert, 2007). A
-conotoxina, em modelo de isquemia cerebral, exerceu efeito neuroprotetor por antagonizar
os canais de calcio dependentes e inibirem a liberacdo excessiva de neurotransmissores
relacionados ao desenvolvimento da lesdo secundéaria (Minami et al., 2001; Rajendra, Armugan
e Jeyaseelan, 2004).

Por outro lado, a terapia com células tronco mesenguimais (CTM) tem se destacado pela sua
capacidade de autorenovacdo e diferenciacdao celular, com funcdo regenerativa. Apresentam
algumas vantagens em relacdo as células tronco embrionérias (CTE), como a facilidade de
obtencdo, isolamento e expansdo (Bydlowski et al., 2009; Amorin et al., 2012). Estudos
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envolvendo as CTM em ratos no trauma medular agudo, demonstraram que o uso destas células
é considerado uma opgao promissora por promover neuroprotecdo em lesdes espinhais
(Takeuchi et al., 2007; Osaka et al., 2010; Carvalho, 2011; Silva et al., 2018). Além de
promover regeneracdo, reduzem a apoptose de neurbnios e de células da glia e produzem
citocinas pro e anti-inflamatérias que podem modular a reacdo inflamatéria pelo trauma
espinhal (Deans e Moseley, 2000; Monteiro, Argolo Neto e Del Carlo, 2010; Rosado et al.,
2017), diminuindo o dano do tecido nervoso durante a lesdo secundéria (Ide et al., 2010;
Carvalho, 2011).

Portanto, pelas caracteristicas descritas acredita-se que a ®-conotoxina possa agir
sinergicamente associada as CTM quando administradas em associacdo, exercendo efeitos
neuroprotetores potencializados, sendo este o primeiro estudo a avaliar o efeito dessa
associagdo no trauma medular in vivo. Assim, espera-se que a w-conotoxina MVIIC bloqueie
os canais de calcio reduzindo os efeitos deletérios provocados pela lesdo secundaria do trauma
medular, para que as células tronco mesenquimais da medula 6ssea possam regenerar células e
tecidos afetados pelo trauma primario, contribuindo para a melhora da recuperacdo sensorial
e/ou motora dos pacientes afetados.

O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da associacdo da m-conotoxina MVIIC as CTM da
medula 6ssea no trauma medular agudo em ratos Wistar. Sendo os objetivos especificos avaliar
a acao da m-conotoxina MVIIC isoladamente e em associa¢do com as CTM-MO na recuperacao
da func@o motora, no estresse oxidativo através da analise de geracao de espécies reativas de
oxigénio e peroxidacdo lipidica e, por fim, seu efeito anti-apoptético por meio da expressao
génica dos fatores relacionados a apoptose.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Fisiopatologia do trauma medular

A lesdo medular é originada por um trauma enddgeno ou exogeno, resultando em dois
mecanismos distintos: lesdo primaria decorrente do impacto mecanico no momento do trauma
e lesdo secundaria que resulta na alteracdo vascular, celular e bioquimica do local acometido.
No primeiro momento, ao impacto mecanico ocorre hemorragia e morte celular, em que a
compressdo da medula é classificada em quatro tipos morfologicos: impacto com compressao
persistente, somente impacto com compressdo transitoria, distracdo medular e laceracdo ou
transeccdo. A lesdo morfologica causa morte celular instantanea e contribui para os danos
secundarios que acarretam a morte posterior de células que sobrevivem ao trauma. Os eventos
bioldgicos, apds a lesdo, sdo divididos didaticamente em trés fases, com sequéncia temporal
sobrepostas: aguda (segundos a minutos), secundaria (minutos a semanas) e crénica (meses a
anos) (Olby, 2010; Oyinbo, 2011).
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Porém, a expansdo dos danos secundarios determina maiores consequéncias limitando o
processo regenerativo, pois lesdes discretas provocam menos inflamacdes e sequelas
secundarias quando comparadas as lesdes moderadas ou graves (Oyinbo, 2011). O inicio do
processo fisiopatoldgico da lesdo medular esta associado a diferentes processos que culminam
na necrose e apoptose das células da medula espinhal. Estes mecanismos sdo interligados com
feedback positivo, o que agrava a lesdo (Kwon et al., 2004).

Na fase aguda, ocorre choque espinhal e hipotenséo sistémica, o vasoespasmo e a morte celular
sdo resultantes do trauma direto, além de isquemia, edema, desequilibrio e alteragdes na
homeostase i6nica, acumulacdo de neurotransmissores, excitotoxicidade glutamatérgica,
comprometimento da membrana plasmatica e sua permeabilidade (Li et al., 1996; Hall e
Springer, 2004; Qyinbo, 2011). Com o avango da injuria, sdo observados producdo de radicais
livres, peroxidacdo lipidica, excesso de éxido nitrico, blogueio na conducdo, excesso de
noradrenalina, diminuigcdo do ATP, invasdo de células imunes e liberacdo de citocinas, morte
celular mediada por inflamacéo, fatores inibidores do crescimento de neurénios, cromatolise
central, desmielinizacdo dos axdnios sobreviventes, apoptose, formacdo de cicatriz glial e
formacédo de siringe na medula espinhal (Lu, Ashwell e Waite, 2000; Rowland et al., 2008;
Oyinbo 2011). Por fim, surgem os eventos da fase cronica, alteragdo dos canais idnicos e seus
receptores, processo de regeneracdo com formacdo neuronal, alteragdo de neurocircuitos e
seringomielia (Oyinbo, 2011).

2.1.1 Alteracgdes Vasculares

O trauma mecénico rompe a microvasculatura local causando hemorragia petequial e trombose
vascular que, em conjunto com 0s espasmos de vasos sanguineos integros mais o edema local
repercute em hipoperfusao e isquemia local profunda (Park, Velumian e Fehlings, 2004; Olby,
2010). Em virtude de os neurdnios requererem uma alta demanda metabdlica, faz com que a
substancia cinzenta seja sensivel a lesdo por isquemia com perda do mecanismo de
autorregulacdo. Apds o periodo de isquemia, a medula espinhal sofre o processo de reperfusédo
com aumento significativo de radicais livres de oxigénios agravando a lesdo secundaria (Kwon
et al., 2004).

Portanto, torna-se importante o desenvolvimento de estudos que objetivem entender a
fisiopatologia dos eventos secundarios objetivando reduzir o dano celular apos a lesdo medular.
Pesquisas terapéuticas avangcam em prol de combater ou amenizar as consequéncias dos
mecanismos secundarios, uma vez que a injuria primaria ocorre nas primeiras horas e se
perpetua até 0 momento em que o paciente é encaminhado ao atendimento especializado para
que sejam administradas terapias no intuito de diminuir os efeitos deletérios (Gupta et al., 2010;
Oyinbo, 2011). Entender os mecanismos secundarios da lesdo medular é essencial para buscar
estratégias terapéuticas que visem a regeneracao axonal, neuroprote¢do com geragdo de novos
neurdnios e células da glia que serdo responsaveis para promover no local a recuperacdo e
funcionamento do tecido neural sobrevivente (Kwon et al., 2004; Oyinbo, 2011).
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2.1.2 Excitotoxicidade e Desequilibrio Eletrolitico

A excitotoxicidade € o efeito deletério causado nas células decorrente do acimulo de glutamato,
que € o principal neurotransmissor excitatério e presente em maior quantidade no SNC. O
glutamato é liberado imediatamente ap6s a lesdo medular e acumula-se rapidamente em
resposta a isquemia e despolarizacdo da membrana, atingindo niveis toxicos 15 minutos apés a
lesdo. Esse acimulo causa danos direto ao tecido, alterando a microcirculagdo com isquemia
secundaria e contribuindo para producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO e
ERN) (Kwon et al., 2004; Oyinbo, 2011).

O glutamato age nos receptores ionotrépicos (N-metil-D-aspartato (NMDA) e o alfa-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionato  (AMPA)) e metabotropicos, existindo ainda 0s
receptores cainato que através deles passam os ions de célcio e sddio. Os metabotropicos atuam
acoplados a proteina G mediando diversas fungdes celulares (Kwon et al., 2004). A ativacdo de
receptores NMDA, AMPA e cainato em oligodendrocitos permite o influxo de sddio e célcio
pela despolarizacéo ativa dos canais de calcio voltagem dependentes (CCVD). Em condicdes
fisiolégicas normais, as concentracGes de célcio intracelular sdo extremamente baixas. Porém,
o acimulo de Ca?* intracelular leva a despolarizagio mitocondrial e aumenta a producgio de
radicais livres e espécies reativas de oxigénio, com liberagéo de fatores pré-apoptoticos (Choi,
1992 e 1995; Sun e Chen, 1998; Lu, Ashwell e Waite, 2000; Matute et al., 2007).

Os astrocitos e os oligodendrocitos sdo 0s maiores responsaveis pela captacdo de glutamato nas
areas sinapticas e nao sinapticas, regulando a homeostase do glutamato, prevenindo a
excitotoxicidade e a morte celular pela estimulacdo exacerbada dos receptores ionotropicos.
Ocorrendo falha no controle deste mecanismo, a microglia € ativada, secretando citocinas e
gerando as espécies reativas de oxigénio, que prejudicam na captacdo e transporte do
neurotransmissor. Desse modo, as alteracbes na homeostase do glutamato na substancia branca
lesionam os neurdnios e oligodendrécitos, que sdo 0s mais vulneraveis a esse mecanismo de
excitotoxicidade, conduzindo na morte neuronal por necrose ou apoptose e desmielinizacdo
dessas células (Sanchez e Matute, 1999; Sanchez-Gomez et al., 2003; Kéaradottir et al., 2005;
Matute et al., 2007).

Em resposta a despolarizacdo mitocondrial, o citocromo c é liberado e interage com os fatores
pro-apoptoticos ativando as caspases. Nos oligodendrécitos, os insultos provocados pelos
receptores cainatos ativam as caspases 3 € 9, enquanto que os receptores ativados pelo AMPA
induzem apoptose pelo recrutamento das caspases 8 e 3, entre outros, ou causam necrose. O
influxo de Ca?" mediado somente pelos receptores cainatos ativa a calcineurina e desfosforila a
Bad facilitando o processo de apoptose. E por fim, os receptores de NMDA causam morte de
oligodendrdcitos, sendo sua ativacdo dependente somente do influxo de céalcio, porém com
mecanismos moleculares ainda desconhecidos (Choi, 1995; Sanchez-Gémez et al., 2003;
Karadottir et al., 2006, Matute et al., 2007).
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O excesso de sodio danifica os componentes axiais e gliais da substancia branca, os receptores
NMDA, AMPA e cainato sdo ativados pelos canais de sodio voltagem dependentes, causando
o influxo intracelular de Ca?*. Na microglia a ativacdo dos receptores AMPA e cainato
culminam na liberacéo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ interleucina-1p (Sun e Chen,
1998; Matute et al., 2007). A despolarizacdo macica e a perda de ATP (adenosina trifosfato)
causam o acumulo toxico de sddio e, consequentemente, entrada de agua para dentro do axdnio,
que culmina no edema citotoxico (Park, Velumian e Fehlings, 2004; Olby, 2010).

As altas concentracdes de calcio intracelular alteram o metabolismo com a ativagdo de enzimas
liticas, como calpaina, fosfolipase A e lipoxigenase (Sun e Chen, 1998; Lu, Ashwell e Waite,
2000; Olby, 2010). A formagcéo de radicais livres e a desregulagédo na fosforilagdo oxidativa da
mitocdndria resultam em morte apoptotica das células. Assim, visa-se terapias que bloqueiem
os receptores de NMDA na tentativa de diminuir esses efeitos deletérios do trauma medular,
em outras lesbes do SNC e em ate distarbios neurodegenerativos (Kwon et al., 2004).

O bloqueio dos canais de calcio voltagem-dependentes (CCVD) conferiu neuroprotecdo dos
axonios da coluna dorsal da medula espinhal, apds a lesdo andxica da medula espinhal no estudo
realizado por Imaizumi, Kocsis e Waxman (1999). Neste estudo os farmacos bloqueadores dos
canais de calcio tipo L (verapamil, diltiazem e nifedine) e tipo N (w-conotoxina GVIA)
conferiram protecédo contra a perda de conducdo induzida pela anoxia, quando comparadas ao
bloqueio ndo seletivos desses canais. A neomicina e a m-conotoxina MVIIC apresentaram
também neuroprotecdo, sugerindo que o influxo de célcio através dos canais de calcio voltagem
dependentes L, N e R participam da fisiopatologia da lesdo desencadeada pela andxia da medula
espinhal.

2.1.3 Espécies reativas de oxigénio e peroxidacao lipidica

O estresse oxidativo é causado pelas mudancas do balango redox em organelas, células e nos
tecidos, alterando o fluxo de elétrons e o estado de reducéo e oxidacao nas células. A producgéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) sdo partes integrantes do
metabolismo e observadas em condi¢bes fisioldgicas, sendo importante na fagocitose,
eliminando qualquer agente potencialmente agressor ao organismo. Ela € controlada pelo
sistema antioxidante e o seu desequilibrio é resultante do predominio dos oxidantes ao nivel
celular (Lu, Ashwell e Waite, 2000; Vasconcelos et al., 2007).

As fontes de espécies reativas podem ser enddgenas ou exdgenas. A primeira € derivada de
mitocéndrias, peroxissomas, lipoxigenases, NADPH oxidase, citocromo P450, citocinas
inflamatdrias, e a segunda, de raios ultravioleta, radiacdo ionizante, quimioterapicos e
xenobidticos (Sun e Chen, 1998). O sistema antioxidante enzimatico é composto pela
superdxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (Chain, 2001; Lu, Ashwell e
Waite, 2000). O sistema ndo oxidante é representado pela glutationa (antioxidante intracelular),
tocoferdis, acido ascorbico, cido Urico e p-caroteno, além dos metais de transicdo como a
transferrina e a ceruloplasmina que devem ser transportados em associacdo a proteinas para
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impedir que reajam com outros compostos e formarem espécies reativas (Halliwell e
Gutteridge, 1986; Vasconcelos et al., 2007).

No trauma medular, 0 ERO e ERN séo formados em consequéncia do aumento do nivel de
calcio intracelular, da disfuncdo mitocondrial, da degradagdo do acido aracdénico e da ativagédo
do Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (Chain, 2001). O excesso de producdo desses
oxidantes em peroxissomas causam danos as proteinas e aos acidos nucléicos, lise da membrana
celular e perda neuronal. Além disso, os radicais livres danificam o citoesqueleto e organelas,
pois absorvem um elétron da molécula lipidica tornando-a instavel e promovendo reagdo em
cadeia culminando com a lise da membrana e morte celular. A disfun¢cdo mitocondrial
promovida pelo processo oxidativo contribui para o excesso de calcio intracelular, o que
determina a ativacdo de proteases resultantes da quebra de proteinas do citoesqueleto (Sun e
Chen, 1998; Vasconcelos et al., 2007).

Os radicais formados pelo ERO s&o: superoxido altamente reativo (O2" ), hidroxila ("OH) e
peroxila (RO2"), e os ndo radicais peroxido de hidrogénio (H20.) e peroxinitrito (ONOO").
(Bains e Hall, 2011). O radical hidroxila ("OH) é o mais reativo e 0 que causa maior dano no
organismo que ndo dispde de mecanismo de defesa, é responsavel por modificar as bases do
DNA e quebrar suas fitas, danificar e inativar proteinas, que culminam na peroxidacao lipidica.
Os radicais peroxila (RO2") e alcoxila (RO") sdo formados na decomposigdo de peroxidos
organicos e reagdes de carbono radicular com oxigénio, como na peroxidacéo lipidica. Além
disso, a decomposic¢éo do peroxinitrito gera o didxido de nitrogénio (‘"NO>) e o radical carbonato
("CO3) que sdo altamente citotoxicos, com danos a proteinas e lipideos (membranas celulares e
mitocondriais) (Halliwell e Gutteridge, 1986; Liu et al., 1998; Sun e Chen, 1998; Bains e Hall,
2012; Hall et al., 2016).

A peroxidacdo lipidica ocorre quando os radicais de oxigénio reagem com 0s acidos graxos
poli-insaturados como o &cido aracdonico, acido linoléico, acido eicosapentaenoico (EPA) e
acido docosahexaenoide (DHA) (Hall e Springer, 2004; Bains e Hall, 2012), essa reacdo
propaga em cadeia pela superficie celular. Além de desabilitar as enzimas da “cadeia
respiratoria” na mitocéndria, alteram o DNA das proteinas e inibem a ATPase de sodio e
potassio contribuindo para o colapso metabolico e necrose ou apoptose celular. Este processo
é presente durante a hipoperfusdo do tecido medular, com niveis superiores de malondialdeido
observados no momento da reperfusdo (Ferreira e Matsubara, 1997; Vasconcelos et al., 2007).

2.1.4 Inflamacéo

A inflamacdo exerce papel primordial na patogénese dos processos neurodegenerativos, no
trauma medular inicia imediatamente apds o trauma, podendo persistir por semanas ou meses
(Donnely e Popovich, 2008). Sua exacerbacao impede a regeneracao neuronal, danifica o tecido
saudavel e ativa a cascata inflamatdria que resulta em apoptose de neurdnios e oligodendrocitos,
com reducdo da funcéo neuronal (Lu, Ashwell e Waite, 2000; Zhang et al., 2012).

21



No trauma medular, os neutrofilos sdo as primeiras células ao chegar no local da leséo e séo
recrutados via circulacdo sanguinea, especialmente pelas células endoteliais vasculares,
responsaveis pela remogdo de bactérias e restos celulares. Estas celulas liberam citocinas,
proteases e radicais livres que por sua vez, ativam outras células inflamatérias e as células da
glia (astrdcitos e microglia) nas primeiras 24 horas (Donnely e Popovich, 2008; Zhang et al.,
2012; Genzel e Zhang, 2015). Os mondcitos migram para o local da injaria ap6s 2 a 3 dias e
diferenciam-se em macréfagos que séo indistinguiveis da microglia ativada. Secretam citocinas
imunossupressoras (IL-10) e quimiocininas que atraem leucécitos anti-inflamatorios,
aumentam o0s receptores fagociticos e regulam a deposicdo da matriz celular e fatores de
crescimento. O objetivo nesta primeira fase é reparar e remover o tecido danificado, facilitar a
remocao dos neutrofilos, “organizar” os astrocitos, plaquetas e células endoteliais por meio da
liberacdo de citocinas anti-inflamatorias (Taoka et al., 1997; Gensel e Zhang, 2015).

As primeiras citocinas formadas ap6s a injuria celular séo a IL-1p e 0 TNF-o que atuam nos
neurdnios sensitivos (Han et al., 2015) e promovem a sintese em cascata de outras citocinas,
quimiocininas, prostanoides, neurotrofinas, Oxido nitrico, cininas, lipideos, trifosfato de
adenosina (ATP) (Donnely e Popovich, 2008). Na medula espinhal, a IL-1p e 0 TNF-a
aumentam as atividades dos receptores AMPA e NMDA, aumentando a excitabilidade dos
neurdnios. O TNF-a também reduz a receptagdo do glutamato que causa excitotoxicidade na
substancia cinzenta e branca, acarretando em morte neuronal (Lu, Ashwell e Waite, 2000; Park,
Velumian e Fehlings, 2004; Zhang et al., 2012).

2.1.5 Morte celular

No TMA, a leséo primaria é instantanea ao momento do trauma e irreversivel. A morte neuronal
ocorre por necrose imediatamente a injuria celular traumatica (Li et al., 1996) e células
apoptoticas surgem a partir de 6 horas pos-lesdo, podendo permanecer durante 3 semanas, com
os oligodendracitos sujeitos a morte celular programada em decorréncia dos efeitos deletérios
citados anteriormente (Crowe et al., 1997; Olby, 2010).

A apoptose é efetuada pela ativacdo das enzimas caspases, sendo classificadas como caspases
inflamatdrias e apoptoticas, e esta Gltima subdivida em caspases iniciadoras e executoras
(Chowdhury, Tharakan e Bhat, 2008; Burguillos et al., 2011; Crawford e Wells, 2011; Poreba
et al., 2018). A inibicao das caspases pode oferecer protecdo contra a perda neuronal em casos
de doencas cerebrais que envolvem a microglia, acidente vascular cerebral, meningite e no
trauma medular (Burguillos et al., 2011).

As caspases inflamatdrias medeiam a ativacdo proteolitica de citocinas inflamatorias e 0s
substratos das caspases apoptoticas que sao responsaveis pela destruicdo celular. Elas atuam na
inducdo, transducdo e amplificacdo dos sinais apoptéticos intracelulares, determinam a
regulacdo da imunidade inata, proliferacdo e diferenciacdo celular. Sua regulacéo é controlada
por trés mecanismos distintos: IAPs (inibidor de proteinas de apoptose), FLIP (proteina
inibidora de FADD-like-ICE) e calpaina (Chowdhury, Tharakan e Bhat, 2008).
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Elas atuam por meio da ativagdo e clivagem de zimogénio por proteases, utilizando um residuo
de cisteina catalizador de nucledfilo e, estas por sua vez clivam seus substratos em locais
préximos que tenham residuos de acido aspartico em proteinas-alvo (Kuida, 2000; Boatright e
Salvesen, 2003; Lamkanfi et al., 2007; Chowdhury, Tharakan e Bhat, 2008). Os zimogénios
sdo as formas precursoras das caspases presentes nas células, encontram-se na forma de
mondmeros inativos, e a dimerizagdo deles para a conformacdo ativa ndo é necessariamente
dependente de clivagem. A dimerizacdo ocorre em complexos ativadores multiprotéicos, no
qual os zimogénios sdo recrutados em relagdo ao N-terminal dominante, sendo o complexo
ativador envolvido no processo dependente da via do estimulo letal, classificado como
extrinseco ou intrinseco (Thornberry e Lazebnik, 1998; Degterev, Boyce e Yuan, 2003;
Lamkanfi et al., 2007; Chowdhury, Tharakan e Bhat, 2008; Crawford e Wells, 2011).

Os terminais N sdo denominados de dominio de morte (death domain) e estdo envolvidos na
transducdo dos sinais apoptéticos. Os dominios de morte sdéo membros da familia de receptores
do fator de necrose tumoral (TNF), com dois subdominios: o efetor de morte (DED) e o
recrutador de caspases (CARD) (Crawford e Wells, 2011). Estes, por meio de complexos de
sinalizacdo que indicam a inflamagdo ou morte celular, recrutam as caspases iniciadoras
ativando-as e iniciando a inflamacao ou apoptose (Boldin et al., 1996; Degterev, Boyce e Yuan,
2003; Martinon e Tschopp, 2004; Chowdhury, Tharakan e Bhat, 2008).

As caspases-1, 4, 5, 11, 12, 13 e 14 desempenham funcBes na maturacdo de citocinas e nas
respostas inflamatorias, e sdo designadas como inflamatorias e alocadas no subgrupo I. As
caspases 8 e 10 possuem o dominio efetor de morte, e as caspases 2 e 9 contém o dominio de
recrutamento de caspases, consideradas iniciadoras de apoptose e pertencente ao subgrupo II.
As caspases 3, 6 e 7 formam o subgrupo I11 e sdo chamadas de caspases efetores ou executoras
(Degterev, Boyce e Yuan, 2003; Zhang, Zhang e Herman, 2003; Chowdhury, Tharakan e Bhat,
2008; Poreba et al., 2018).

A sinalizacdo das caspases pode acontecer pela via extrinseca e intrinseca. A via extrinseca é
mediada pelo complexo sinalizador de indutor de morte transmembrana (Fas ou TNF), como
complexo ativador de pro-caspases-8 e 10. A via intrinseca é mediada pela mitocéndria, por
meio do apoptossomo com o complexo para o pro-caspase-9. Sdo citadas outras vias, como a
via da grazima B que é mediada pelo reticulo endoplasmatico (Degterev, Boyce e Yuan, 2003;
Zhang, Zhang e Herman, 2003).

A ativacao da caspase-8 € iniciada pelos receptores de morte, como Fas ou TNF, que requerem
as caspases 8 ou 10 no complexo receptor (Thornberry e Lazebnik, 1998). Depois do
recrutamento e ativacdo da caspase-8, esta cliva outras caspases, como a 3 e 7 que S&o
responsaveis pela morte celular apoptoética e regulacdo da ativacdo ou ndo da microglia através
de uma via dependente da proteina C quinase (Kuida, 2000; Burguillos et al., 2011) (Fig. 1). A
interrupcdo ou inibicdo quimica desta via, pode vir a reduzir a neurotoxicidade e demonstrar
uma neuroprotecao para a microglia (Burguillos et al., 2011).
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As caspases 2 e 9 atuam na via intrinseca, que apds o acionamento da morte celular, as
mitocondrias tornam-se seletivamente permeabilizadas, liberando citocromo ¢ no citosol e
recrutando as pro-caspases-9, no complexo conhecido como apoptossomo. Dentro deste
complexo existe a proteina Apaf-1 (fator apoptético ativador de protease 1) que ativa outras
caspases e se junta as caspase-8 e 10, que ja estdo ativadas. A caspase-2 surge em resposta
apoptética a privacao de neutréfilos e quando o DNA € danificado (Kuida, 2000; Boatright e
Salvesen, 2003; Zhang, Zhang e Herman, 2003; Crawford e Wells, 2011).

Extrinsic pathway

l

TN F/Fas
D ——— @D

& [t Sehondria |

pS3)
\ e T
°® DNA damage

Q@
(_IAPs ’\ “Smac/> 3 .', Cyt.C Oxygen radicals
v / \ \ D'AB'-O/ i Unfolded protein
>
o\ ) | 3 T
- ( O 2 S
& /_ ® © Intrinsic
Cxp O E pathway
Substrate ‘ ™
cleavages CARD

Figura 1. Representacéo das vias apoptéticas. Em resumo, na via extrinseca, um ligante como o fator de necrose
tumoral (TNF) ou Fas se envolve com um receptor de membrana celular e forma o complexo que sinaliza a indugéo
de morte celular (DISC). A caspase-8 (C8) é ativada pelo complexo citado e ativa as caspases 3 e 7 (C3/7), seja
diretamente ou pela clivagem do Bid, e a mitocdndria torna-se permeavel pelo Bax e Bak. Na via intrinseca,
ocasionada pelos danos celulares como proteinas mal enoveladas (unfolded protein), radicais livres e lesdo do
DNA atuam no p53 e outras sensores ativando a proteina BH3, com acéo antagonista das proteinas da familia Bcl-
2 (regulador do sistema mitocondrial), ocorrendo a permeabilizacdo da mitocdndria por Bax e Bak. As duas vias
convergem na liberacéo do citocromo ¢ (Cyt. C) pela mitocondria, com formag&o subsequente do apoptossomo, e
este ativa a caspase-9 (C9) e, por sua vez ativa outras caspases efetoras. O Smac/DIABLO é liberado pelas
mitocondrias e sdo responsaveis por antagonizar os inibidores da caspase (I1APs). Fonte: Crawford e Wells, 2011.
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2.2 Terapias relacionadas ao trauma medular

Diversas terapias neuprotetoras sao estudadas com o objetivo de reduzir os danos causados pelo
trauma medular em animais, no intuito de transformar os resultados encontrados em ensaios
clinicos em humanos (Kwon et al., 2011). As investigaces focam no manejo agudo do trauma
medular com a intervencao cirirgica precoce, farmocoterapia (Baptiste e Fehlings, 2007; Gupta
et al., 2010), blogueadores de canais de célcio (Lu, Ashwell e Waite, 2000), uso de terapia
celular (Rowland et al., 2008; Gabel et al., 2017), entre outros. Os bloqueadores de canais de
CCVD podem preservar a integridade de ax6nios apds a lesdo medular (Lu, Ashwell e Waite,
2000) e as células tronco podem substituir tecidos lesionados (Gupta et al., 2010), ambos com
acbes neuroprotetoras. E necessaria uma agdo multidisciplinar que aborde os diferentes
mecanismos da lesdo secundéria, para evitar 0 maximo possivel a morte neuronal e possibilitar
a recuperacao do tecido medular e a fungcdo motora dos pacientes.

2.2.1 Terapia com ®-conotoxina MVIIC

Os caramujos marinhos habitam os recifes de corais tropicais e existem 700 espécies
identificadas, todas elas venenosas (Mir et al., 2016). A biologia dos venenos produzidos por
estes gastropodes demonstra que 0s componentes toxicos tém caracteristicas de seletividade
peculiar, tamanho pequeno na cadeia peptidica e estabilidade estrutural, que pode ser explorada
de forma farmacoldgica para a criacdo de novas drogas. Em destaque, o0 veneno do caramujo
Conus € rico em conotoxinas e cada espécie apresenta seu veneno com diferentes peptideos,
com especificidade para um alvo receptor em particular, portanto, com perfil farmacologico
distinto (Shen, Layer e McCabe, 2000; Lewis e Garcia, 2003; Layer e MclIntosh, 2006; Mir et
al., 2016).

As conotoxinas sdo estruturas peptidicas ricas em cisteina, que agem em alvos moleculares
especificos, que podem ser canais idnicos voltagem-dependentes ou ionizados. Estas tém como
alvos o receptor nicotinico, N-metil-D-aspartato, receptores de serotonina tipo 3 (5-HT3),
canais de calcio, sédio e potassio, e em poucas circunstancias ligados a receptores de proteina-
G, incluindo os receptores a-adrenérgicos, neurotensina, vasopressina e a norepinefrina
(Hamilton e Perez, 1987; Layer e Mclntosh, 2006; Mir et al., 2016).

Os conopeptideos sdo nomeados de acordo com sua acao farmacoldgica. Sdo denominados pelo
alfabeto grego, seguido de uma ou duas letras e mais um nimero romano, especificando de qual
espécie Conus é oriundo e o arranjo de cisteina do peptideo isolado, respectivamente. Além de
uma letra mailscula que designa a superfamilia. Estas toxinas em sua estrutura molecular,
apresentam uma ou mais ligagdes dissulfeto (Mir et al., 2016).

A o-conotoxina tem como alvo os receptores de membrana de canais de Ca?" voltagem-
dependentes, pertencendo ao grupo GVIA de proteinas peptidicas (Hamilton e Perez, 1987;
Sher et al., 1992; Mir et al., 2016). A w-conotoxina MVIIC bloqueia os canais de célcio
voltagem dependentes do tipo P/Q e preferencialmente o tipo N (Hillyard et al., 1992; Liu et
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al, 1996; McDonough et al; 1996), enquanto a MV IIA bloqueia somente os canais tipo N. Estes
canais regulam a liberacdo de neurotransmissores nos terminais nervosos pre-sinapticos do
sistema nervoso central com diferentes funcbes (Boot, 1994; Wu e Saggau, 1995; Sasaki et al.,
2000).

Oliveira e colaboradores (2014a; 2014b e 2018) avaliaram os efeitos das m-conotoxinas MVIIC
e MVIIA, aplicadas vias intralesional e intratecal, respectivamente, no trauma medular agudo
em ratos Wistar em diferentes concentragfes. Os estudos demonstraram que as toxinas nédo
apresentaram efeitos colaterais e atuaram blogueando os canais de calcio, com efeito
neuroprotetor, caracterizado pela preservacéo e reducao de morte neuronal, além da observacao
na recuperagdo motora dos animais com TMA.

Devido suas caracteristicas, a w-conotoxina € considerada um farmaco que age no blogueio dos
CCVD (Hannon e Atchison, 2013), assim pode vir a inibir a liberagdo de neurotransmissores e
reduzir os efeitos deletérios da leséo secundario no TMA, como o excesso de influxo de célcio
e a excitotoxicidade glutamatérgica (Matute et al., 2007), promovendo neuroprotecao na leséo
medular (Oliveira et al., 2014a e 2014b; Azevedo, 2018).

2.2.2 Terapia com ceélulas tronco

As células tronco (CT) sdo células indiferenciadas que possuem caracteristicas interessantes
com finalidade terapéutica. Elas possuem capacidade de autorrenovacao, por meio de divisoes
mitoticas, mantendo seu estado indiferenciado, proporcionando uma reposicao ativa de sua
populacdo de maneira constante nos tecidos. Diferenciam-se em diversos tipos celulares tendo
funcdo regenerativa em tecidos lesionados (Bydlowski et al., 2009; Amorin et al., 2012). Com
essas caracteristicas a terapia celular apresenta potencial terapéutico e torna a perspectiva da
regeneracdo tecidual uma realidade clinica (Del Carlo, Monteiro e Argolo Neto, 2010).

As CT sdo classificadas de acordo com seu local de origem em: células tronco embrionarias
(CTE), que séo células derivadas da massa interna do blastocisto embrionario durante a fase de
gastrulacdo e com alto poder de diferenciacdo celular; e células tronco adultas (CTA), que
podem ser obtidas do corddo umbilical (Amorin et al., 2012), da medula 6ssea e do tecido
adiposo (Alves et al., 2016), da polpa dentaria (Ishikawa et al., 2017; Dissanayaka et al., 2011),
do epitélio olfatorio (Krudewig, Deschl e Wewetzer, 2006; Mazzarella et al.; 2016), do tecido
adiposo do omento (Bahamondes et al., 2017) e do &mnio (Cardoso et al., 2014).

As CTE sdo células totipotentes que apresentam grande plasticidade e ilimitada capacidade de
proliferacdo in vitro, com possibilidade de formar células derivadas dos trés folhetos
embrionarios: ectoderma, endoderma e mesoderma (Sylvester e Longaker, 2004; Amorin et al.,
2012). Podem originar todas as células somaticas e células da linha germinativa (Sylvester e
Longaker, 2004). Embora as CTE possuam maior potencial de diferenciacdo, existem
limitacBes ao seu uso devido ao comportamento bioldgico ainda ndo totalmente esclarecido
(Pinto Filho et al., 2013).
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As CTA sao células indiferenciadas mantidas no organismo adulto, atuando na homeostase
tecidual, produzindo novas células em resposta ao repovoamento celular fisiol6gico ou a uma
injuria. As células hematopoiéticas provenientes da medula 6ssea foram as primeiras CTA
estudadas, capazes de se diferenciar em células miel6ides e linfoides do sangue. S&o utilizadas
com sucesso terapéutico em transplantes para pacientes com faléncia medular ou cancer
(Amorin et al., 2012).

2.2.3 Células Tronco Mesenquimais (CTM)

As células tronco mesenquimais (CTM) sdo uma populacdo heterogénea de células que, sob
condicOes adequadas de cultivo, sdo aderentes ao plastico e exibem morfologia semelhante ao
fibroblasto (Dominici et al., 2006; Bydlowski et al., 2009; Monteiro, Argolo Neto e Del Carlo,
2010). S&o capazes de se dividir e diferenciar em varios fendtipos mesenquimatosos, como
osteoblastos, condrdcitos, midcitos, células estromais da medula, fibroblastos de tenddo e
ligamentos, e adipocitos (Caplan e Dennis, 2006).

A Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT — Internacional Society for Cellular
Therapy) define que, para serem classificadas dessa forma, as células tronco mesenquimais de
pluripoténcia devem atender os seguintes critérios: aderéncia plastica, expressdo do antigeno
na superficie especifica e potencial de diferenciacdo de multipoténcia. Além disso, as CTMs
devem expressar em 95% os fenétipos CD105, CD 73 e CD90 detectados por meio de
citometria de fluxo e ndo devem expressar os fenétipos CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a
ou CD19 e HLA-DR classe Il na superficie de moléculas. Devem diferenciar-se em
osteoblastos, adipdcitos e condroblastos sob condigbes padrdes de diferenciacdo in vitro, no
qual sdo demonstrados por meio de coloragdo de cultura destas células. Os osteoblastos podem
ser demonstrados pela coloracdo de Alizarin Red ou Von Kossa, os adipécitos pela coloragdo
Oil Red O e os condroblastos por Alcian Blue ou pela coloragdo de imunohistoquimica para
colageno tipo Il (Dominici et al., 2006).

E a linhagem mais estudada por apresentar maior plasticidade, originando tecidos mesodermais
e ndo mesodermais (Del Carlo, Monteiro e Argolo Neto, 2010). Ensaios clinicos com a
administracdo de CTM para o tratamento de varias doencas tém mostrado viabilidade e
seguranca nas terapias, incentivando que haja mais pesquisas para determinar o0 seu uso como
um tratamento genético estabelecido (Ikebi e Suzuki, 2014).

As CTM possuem capacidade imunomoduladora e imunossupressora, secretam varias citocinas
e fatores de crescimento com atividades paracrinas e autdcrinas. Estes fatores suprimem o
sistema imunoldgico local, inibem a fibrose e a apoptose, aumentam a angiogénese, estimulam
a mitose e diferenciam-se em outras células para regeneracdo celular ou em células tronco para
reparacao tecidual (Morrison, Shah e Anderson, 1997; Caplan e Dennis, 2006).
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A medula dssea € um dos principais sitios de obtencéo das CTM (Monteiro, Argolo Neto e Del
Carlo, 2010), pela facilidade de isolamento e a capacidade de expansao in vitro. Estas células
podem ser transplantadas no proprio individuo doador sem riscos de rejeicdo (Thuret, Moon e
Gage, 2006; Willerth e Sakiyama-Elbert, 2008). Para aplicagcdes terapéuticas podem ser
utilizadas desde a fragdo celular mononuclear da medula 6ssea que contém pequenas
quantidades de CTM, até as células provenientes de culturas expandidas em laboratdrio
(Monteiro, Argolo Neto e Del Carlo, 2010).

O método mais comum para isolar as CTM é por meio do gradiente de densidade para obtencao
de células mononucleares que sdo isoladas e cultivadas em um meio com soro fetal. Pela
propriedade de adesdo ao plastico, as CTM permanecem na cultura apds sucessivas trocas do
meio. Este procedimento elimina a maior parte das células contaminantes e, com a progressao
das diversas passagens, ocorre a diminuicdo da heterogeneidade remanescente da cultura,
permanecendo apenas a fragdo que se autorrenova, que sao as CTM (Bydlowski et al., 2009).

Existem muitos estudos com as células tronco como terapia na lesdo medular, na tentativa que
estas células promovam a regeneracéo celular e minimizem os efeitos secundarios do trauma.
Neste contexto, as CTM conferem protecdo a substancia branca da medula espinhal evitando
progressdao da degeneracdo, diferenciando-se em células da glia. Elas sdo capazes de migrar
para o local da lesdo quando aplicados de forma intravenosa e promover neuroprotecdo por
meio da secrecdo de fatores anti-inflamatdrios, vasculares, VEGF e BNDF (Han et al., 2014),

Elas podem modular o ambiente que sofreu a injuria celular por meio de seus efeitos paracrinos.
Huang e colaboradores (2017) investigaram a administracdo de exossomos gerados a partir das
CTM observando a atenuacdo da lesdo medular, diminuicdo da inflamacéo e apoptose. Os
niveis de Bax e das citocinas pré-inflamatorias (TNF-a e IL-1B) reduziram de forma
significativa e promoveram a angiogénese do tecido medular lesionado. Han et al. (2014)
observaram que as CTM-MO em ratos, foram efetivas na reducéo de IL-1p e TNF-a no tecido
medular, diminuindo a reacdo inflamatoria produzida no local, comprovada pela diminuicéo da
sinalizacdo celular mediada pelo receptor Toll-like 4 nas vias metabdlicas.

As CTM demonstraram neuroprotecdo em ratos submetidos ao trauma medular agudo,
constatado pelo aumento da expressao dos fatores troficos BDNF (fator neurotréfico derivado
do encéfalo) e VEGF (fator de crescimento do endotélio vascular) (Caldeira, 2011; Torres,
2014; Rosado et al., 2017 Silva et al., 2018), melhora na recuperacdo motora (Torres et al.,
2018), e 0 aumento de neurdnios integros e astrocitos ativados na medula espinhal (Carvalho,
2016).
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3. MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG) sob protocolo n°® 369/2017 (Anexo), seguindo os
principios éticos de experimentacdo animal. Para a execucdo deste trabalho, utilizou-se as
dependéncias fisicas e a infraestrutura do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinarias
(DCCV), do Nucleo de Células Tronco e Terapia Celular Animal (NCT-TCA) ambos da Escola
de Veterinaria da UFMG, e do Instituto de Ensino e Pesquisa da Santa Casa de Misericordia de
Belo Horizonte (IEP-SCBH).

3.1 Extracdo, cultivo e caracterizacgao fenotipica das células tronco mesenquimais

A extracdo e o cultivo das células tronco mesenquimais da medula dssea foram realizadas
conforme o protocolo adotado no Nucleo de Células Tronco e Terapia Celular Animal da
UFMG (Ocarino et al., 2008; Boeloni et al., 2009). Seis Rattus norvegicus da linhagem Wistar,
machos, trinta dias de idade, com 100 gramas de massa corporal, provenientes do Biotério da
Faculdade de Farméacia da UFMG, foram utilizados para a coleta da medula 6ssea e obtencao
das CTM-MO. Os animais foram eutanasiados com sobredose de tiopental sédico® (100 mg/kg)
e lidocaina? (10 mg/kg), via intraperitoneal. Em seguida, foi realizada a tricotomia da regio
posterior do animal e coleta de sangue, via puncdo cardiaca, com o objetivo de diminuir a
contaminacgdo durante a coleta dos 0ssos. Ap0s a eutanasia, 0s animais foram imersos em dois
frascos contendo alcool 70%, durante um minuto em cada frasco. Logo apds, realizou-se
antissepsia de toda a regido depilada com iodopovidona®. Os 0ssos dos membros posteriores
(fémures e tibias) foram coletados cirurgicamente em capela de fluxo laminar com instrumental
cirtrgico estéril e colocado em tubo Falcon de 50 ml estéril contendo meio de cultura DMEM*
(Dulbecco's Modified Eagle Medium), e transportados para a sala de cultura celular. Em uma
capela de fluxo laminar, as epifises proximais e distais dsseas foram removidas e o canal
medular foi lavado empregando-se seringa estéril de 3 ml acoplada a agulha de insulina. Todo
o contetido foi coletado em tubo Falcon de 50 ml com DMEM?® enriquecido com gentamicina
(60 pg/ml), penicilina (10.000 un/ml), estreptomicina (1000 pg/ml) e anfotericina (25 pg/ml).
O lavado resultante dos canais medulares foi centrifugado a 1.400 rpm durante 10 minutos.
Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 20 ml de DMEM acrescido de
10% de soro fetal bovina® (SFB). As células foram cultivadas em garrafas T75’cm? com 10 ml
de DMEM® e SFB®, mantidos em estufa a 37°C e 5% de CO..

! Thiopentax® - Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Itapira, SP, Brasil.
2 Xylestein® - Cristélia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Itapira, SP, Brasil.

% Riodeine® - Rioguimica Ltda., Sao José do Rio Preto, SP, Brasil.

4 Gibco® - Invitrogen, Life Technologies, NY, USA.

® Gibco® - Invitrogen, Life Technologies, NY, USA.

& Gibco® - Invitrogen, Grand Island, NY, USA.

" TPP® - Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Switzerland.
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Ap0s 24 horas, 0 meio de cultura foi lavado com solugcdo de PSB (tampé&o fosfato salino) para
remocao das células tronco que ndo aderiram, e 0 meio de cultivo foi trocado trés vezes por
semana até atingir a confluéncia de 80 a 90% das células. Ao atingir essa confluéncia, era
realizada a tripsinizacéo® e o repique do cultivo celular.

As CTM foram caracterizadas fenotipicamente pela expresséo do antigeno de superficie celular
(CD - cluster of differentiation) em citdmetro de fluxo. Para o procedimento, as células
aderentes foram tripsinizadas, centrifugadas por 5 minutos a 1200 x g e diluidas, em seguida
distribuidas em cada poco da placa de 96 pogos contendo 1x108, sendo um pogo para o controle
sem marcacéo e dois para cada anticorpo. Foram utilizados os seguintes anticorpos monoclonais
primarios®: anti-CD 45 (clone 69 mouse), anti-CD 54 (clone 1A29 mouse), anti-CD 73 (clone
5F/B9 mouse) e anti-CD 90 (clone OX-7 mouse). Os anticorpos foram incubados por 30
minutos a 4°C e, posteriormente lavados com PBS. As células foram incubadas novamente com
o0s anticorpos secundarios®®, durante 30 minutos a 4°C. Empregou-se o citdmetro de fluxo
FACScan (Fluorescence Activated Cell Analyser)!! para a leitura e anélise dos dados, com o
auxilio do Software BD CellQuest'? Pro software.

3.2 Obtencio da m-conotoxina MVIIC

A o-conotoxina MVIIC® foi fornecida pelo professor Marcus Vinicius Gomes, da Faculdade
de Medicina da UFMG com apresentacdo comercial liofilizada de 100 pg. A conotoxina foi
suspensa em solucéo de PBS estéril e o volume aliquotado em tubos de plasticos siliconizados
na concentracdo de 20 pmol/ul, armazenado em freezer a -20°C até 0 momento da aplicacéo.

3.3 Animais

Foram utilizados trinta ratos machos da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, trés meses
de idade e com peso médio de 350 gramas, provenientes do Biotério da Faculdade de Farmacia
da UFMG. Os animais foram mantidos no Centro Experimental de Pequenos Animais da EV-
UFMG e acondicionados em caixas plasticas de dimensfes de 17cm x 41cm x 33cm forradas
com maravalha, com trés ratos cada. O periodo de adaptacédo e aclimatacdo ao local durou
quatorze dias, em ambiente submetido a ciclos de claro-escuro de 12 horas e com temperatura
controlada de 22°C. Foram mantidos com ragdo comercial para roedores4 e agua ad libitum e
foi realizado o protocolo de desverminagdo com tiabendazol*® (100 mg/kg) por via oral.

8 Trypsin 0,05% EDTA GIBCO® - Invitrogen, Grand Island, NY, USA.

® BD Biosciences - San Jose, CA, USA.

10 Alexa Fluor 488 Molecular Probes® - Invitrogen, Oregon, USA.

11 FACScan™ - Becton Dickinson Immunocytometry, San Jose, CA, USA.

12 The Cell Quest™ Software - Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA.
13 Conotoxin MVIIC (w-) ® - Latoxan, Valence, France.

14 Presence — Paulinia, SP, Brasil.

15 Thiaben® - UCI-FARMA Industria Farmacéutica, Sao Bernardo do Campo, SP, Brasil.
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3.4 Grupos Experimentais

Os trinta animais, ap6s o periodo de adaptacdo, foram distribuidos aleatoriamente em cincos
grupos experimentais com seis animais em cada: controle negativo (CN), controle positivo
(CP), w-conotoxina MVIIC (MVIIC), CTM da medula 6ssea (CTM-MO) e w-conotoxina
MVIIC associada as CTM-MO (MVIIC + CTM-MO).

Grupo 1: Controle Negativo (CN) — os animais foram submetidos & laminectomia na vértebra
T12 e a medula espinhal manteve-se exposta durante 5 minutos.

Grupo 2: Controle Positivo (CP) — os animais foram submetidos a laminectomia na vértebra
T12, seguido de trauma medular contusivo, empregando o dispositivo de trauma MASCIS
Impactor e receberam 10 pl de PBS estéril, por via intratecal, 1 hora apés o trauma.

Grupo 3: o-conotoxina MVIIC 20 pmol (MVIIC) — os animais foram submetidos a
laminectomia na vértebra T12, sequido de trauma medular contusivo, empregando o dispositivo
de trauma MASCIS Impactor e receberam 20 pmol da conotoxina diluida em 10 pul de PBS
estéril, por via intratecal, 1 hora ap0s o trauma.

Grupo 4: CTM da medula 6ssea (CTM-MO) — os animais foram submetidos a laminectomia
na vértebra T12, seguido de trauma medular contusivo, empregando o dispositivo de trauma
MASCIS Impactor e receberam 24 horas ap6s o trauma, 0,2 ml de solugdo PBS estéril contendo
1x10°de CTM suspensas, Vvia intravenosa.

Grupo 5: m-conotoxina MVIIC 20 pmol associada as CTM da medula 6ssea (MVIIC +
CTM-MO) - os animais foram submetidos a laminectomia na vértebra T12, seguido de trauma
medular contusivo, empregando o dispositivo de trauma MASCIS Impactor e receberam 20
pmol da conotoxina diluida em 10 pl de PBS estéril, por via intratecal, 1 hora apds o trauma.
Apobs 24 horas aplicou-se 0,2 ml de solugdo PBS estéril contendo 1x10° de CTMs suspensas,
via intravenosa.
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3.5 Procedimentos anestésico e cirdrgico

Os animais receberam antibioticoprofilaxia com cefalotina sodical®, na dose de 60 mg/kg/IM e
para analgesia, sulfato de morfinal’, na dose de 5 mg/kg/IM, 30 minutos antes do procedimento
cirGrgico. A inducdo anestésica foi realizada em camara com isofluorano®® e manutengéo do
plano anestésico cirdrgico com o mesmo agente em mascara facial em sistema de no-
reinalagdo. Apds a tricotomia, os ratos foram posicionados em decubito esternal sobre a mesa
do dispositivo de trauma MASCIS Impactor. Em seguida, a antissepsia da regido dorsal do
tronco foi realizada com solugéo aquosa de digliconato de clorexidina 2%° e solugdo alcodlica
de digliconato de clorexidina 0,5%2°.

O procedimento cirdrgico iniciou com incisdo de pele e de tecido subcutaneo na linha média
dorsal, estendendo-se da oitava vértebra toracica a primeira vértebra lombar, com divulsdo
lateral dos musculos epiaxiais de T8 a L1. Os processos espinhos de T10, T11 e T12 foram
individualizados e a ostectomia do processo espinhoso T12 realizada com pinga hemostatica de
Kocher. A laminectomia dorsal do segmento vertebral T12 foi realizada empregando-se o drill
pneumatico neuroldgico®® (Fig. 2A) e auxilio de uma pinga hemostatica de Halsted, sob
irrigacdo intermitente com solugdo de NaCl 0,9%%.

Apols a exposicdo da medula (Fig. 2B), realizou-se o trauma medular pelo sistema de
estabilizacdo vertebral do aparelho estereotaxico MASCIS Impactor (Fig. 2C), obedecendo o
protocolo internacional utilizado no Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study. O trauma
contusivo agudo foi gerado pela queda da haste de impacto de 10 g a uma altura de 25 mm
durante cinco segundos. O dispositivo foi conectado ao Software Impactor 7.0 no computador,
para acompanhamento das curvas de trajetdria do impacto, com o objetivo de apontar possiveis
erros de velocidade, tempo e altura de queda conforme Santos et al. (2011). Os musculos foram
aproximados com padrdo de sutura Reverdin e reducdo do espaco morto com sutura simples
continua e dermorrafia com ponto simples separados, todos utilizando o fio inabsorvivel
sintético nylon 2-0%.

Os animais foram mantidos aquecidos durante o procedimento cirargico e no p6s-operatério
imediato com bolsa térmica aquecida. Ap6s o término da cirurgia, receberam solucdo de NaCl
0,9% na taxa de manutencdo de 15 ml/kg/SC e oxigenoterapia até a completa recuperagédo
anestésica. A analgesia foi realizada com sulfato de morfina na dose de 5 mg/kg/SC a cada oito
horas durante trés dias e massagem vesical duas vezes ao dia para o esvaziamento da bexiga até
o dia da eutanasia.

16 Keflin ® - ABL, Antibidticos do Brasil Ltda., Cosmopolis, SP, Brasil.

17 Dimorf® - Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Itapira, SP, Brasil.

18 |soforine ® - Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Itapira, SP, Brasil.

19 Riohex® 2% Solugédo com tensoativos — Riogquimica Ltda., Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil.
20 Riohex® 0,5% Solucdo alcéolica — Rioquimica Ltda., Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil.

21 ECCOS® Aesculap — Laboratério B. Braun S.A., Sdo Gongalo, RJ, Brasil.

22 Cloreto de sddio 0,9% - Laboratério Sanobiol Ltda., Pouso Alegre, MG, Brasil.

23 Procare® Fio agulhado de nylon — Lamidid, Osasco, SP, Brasil.
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Figura 2. Fotografias do procedimento cirdrgico de trauma medular experimental em ratos Wistar. A) Remocao
da lamina dorsal da vértebra T12 com o drill pneumatico neuroldgico. B) Medula espinhal exposta com hemorragia
apods a laminectomia. C) Aparelho MASCIS Impactor utilizado para induzir o trauma contusivo agudo na medula
espinhal.

3.6. Viabilidade celular, obtencéo e administracdo das células tronco mesenquimais

As CTM-MO foram avaliadas quanto a viabilidade celular pelo azul de Tripan, sendo
ressupendidas com tripsina e DMEM?* acrescido de 10% de soro fetal bovino®, centrifugadas e
o pellet suspenso em 2 ml de DMEM?®. Retirou-se 2l dessa suspensdo e adicionou-se a 49 ul
de PBS 0,15M ¢ 49 ul de azul de Tripan, determinando a viabilidade celular e o nimero total
de células. Utilizando este valor foi determinado o volume de tampéo fosfato salino estéril a ser
adicionado no pellet de células para a concentragdo final de 6x10° células/ml utilizada para o
transplante celular. As células foram centrifugadas e ressuspendidas trés vezes com PBS com
a finalidade de retirar todo o SFB, evitando possivel risco de rejeicdo. Na ultima lavagem, as
CTM-MO foram ressuspendidas com o volume necessario para se obter 1x10 CTM em 0,2 ml
de PBS.

A injecdo de células tronco mesenquimais nos grupos CTM-MO e CTM-MO + MVIIC ocorreu
24 horas ap6s o procedimento de inducdo do trauma medular, com uma Unica aplicacdo na veia
caudal. Todos os animais foram induzidos na cdmara anestésica com isofluorano® para
contensdo fisica, no entanto, sem atingir plano anestésico cirargico e realizado compressdo da
veia caudal e injecdo de 1x10° de CTM. Os grupos CP e MVIIC receberam o mesmo volume
de 0,2 ml de PBS.
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3.7 Aplicacéo intratecal da m-conotoxina MVIIC

A conotoxina foi empregada na concentragdo de 20 pmol diluido em PBS estéril em volume
total de 10 pl, com administragdo intratecal (Mestre et al., 1994) da MVIIC no espago
subaracnoideo entre a quinta e sexta vértebras lombares, utilizando uma seringa de Hamilton
701LT?* acoplada a agulha 26 G%. Nos grupos MVIIC e CTM-MO + MVIIC, a aplicacéo da
conotoxina foi realizada 1 hora ap6s o trauma medular, e os grupos CP e CTM-MO receberam
somente 10 pl de PBS estéril 1 hora ap6s o trauma. Todos os animais foram induzidos a
anestesia geral com isofluorano®® para contencdo e para evitar possivel trauma espinhal
decorrente da aplicacéo.

3.8 Avaliacéo da fungdo locomotora

Os animais foram avaliados 24 horas antes do procedimento cirdrgico e diariamente até o 7°
dia ap6s o TMA e antecedendo o momento da eutanasia. Esta avaliagdo foi realizada
posicionando cada animal em uma superficie plana em campo aberto em uma area de 1 m? e
filmado durante dois minutos. Os videos foram analisados por dois avaliadores sem
conhecimento da identificacdo dos animais e seus respectivos grupos. Foi realizada a
classificagdo dos niveis de recuperacdo locomotora dos membros pélvicos apds a lesdo na
medula espinhal toracica de ratos Wistar, de acordo com a escala de avaliacdo locomotora
proposta por Basso, Beattie e Bresnahan (1996). Foram atribuidos escores de 0-21, sendo o zero
caracterizado por nenhum movimento dos membros pélvicos e 0 escore 21 que apresenta todas
as fungdes locomotoras preservadas (Quad. 1).

3.9 Eutanésia e coleta de medula espinhal

Os animais foram eutanasiados sete dias ap6s a indugdo do trauma medular, com sobredose de
tiopental sodio® (100 mg/kg) e lidocaina? (10 mg/kg) via intraperitoneal. A coluna vertebral foi
dissecada para coleta de segmentos medulares de 1,0 cm craniais e caudais ao epicentro da
lesdo. Os segmentos medulares craniais foram acondicionados em tubos pléasticos siliconizados
e congelados a -20°C para avaliacdo da producéo de espécies reativas de oxigénio e peroxidacao
lipidica. Os caudais foram acondicionados em tubos plasticos siliconizados livre de
RNAse/DNAase e imediatamente congelados a -80°C para analise de expressdo génica dos
fatores relacionados a apoptose.

2410 microL Model 701 LT SYR — Hamilton® Company, Reno, NV, USA.
%5 Agulha descartavel 26G — BD Biosciences Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil.
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Quadro 1. Escore de avaliacdo da fungdo locomotora em ratos proposta por Basso, Beattie e
Bresnahan (1996) apds o trauma medular torécico agudo.

Escore

Descricdo das caracteristicas avaliadas

0
1
2

© 0 NO O bW

11
12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Nenhum movimento observéavel dos membros pélvicos (MP).

Movimento discreto de uma ou duas articulagdes (coxofemoral ou femorotibiopatelar).

Movimento extenso de uma articulacdo e ou movimento extenso de uma articulacdo e discreto da
outra articulagéo.

Movimento extenso de duas articulacGes.

Movimento discreto das trés articulagdes do MP.

Movimento discreto de duas articulagdes e extenso da terceira.

Movimento extenso de duas articulacGes e discreto da terceira.

Movimento extenso de todas as trés articulagdes do MP.

Movimento discreto sem suporte de peso ou apoio plantar sem suporte de peso.

Apoio plantar com suporte de peso apenas quando parado ou apoio de peso de forma ocasional,
frequente ou consistente na passada dorsal e auséncia de passada plantar.

Suporte de peso ocasional na passada plantar, sem coordenacdo entre os membros toracicos (MT) e
membros pélvicos (MP).

Suporte de peso frequente a consistente na passada plantar e sem coordenacdo entre os MT e MP.
Suporte de peso frequente a consistente na passada plantar e coordenacdo ocasional entre os MT e
MP.

Suporte de peso frequente a consistente na passada plantar e coordenacdo frequente entre os MT e
MP.

Suporte de peso na passada plantar e coordenacao entre os MT e MP consistentes, com rotacao interna
ou externa da pata no contato inicial com a superficie de apoio e antes de liberagdo final dos digitos.
Ou passada plantar frequente, coordenacao consistentes dos MT e MP e passos dorsais ocasionais.
Passo plantar e coordenacao entre 0s membros consistentes, e os digitos permanecem encostados entre
si durante o percurso de avango dos membros. A posicdo da pata é predominante paralela ao corpo
no contato inicial.

Passo plantar e coordenagdo entre os membros consistentes e os digitos permanecem encostados
ocasionalmente durante o avan¢o da marcha. A posi¢do da pata é predominante paralela ao corpo no
contato inicial e rotacionada ao final do movimento.

Passo plantar e coordenacdo entre os membros consistentes durante o avango da marcha, com 0s
digitos permanecem encostados ocasionalmente na superficie de apoio. A posicdo da pata €
predominante paralela no contato inicial e ao final do movimento.

Passo plantar e coordenagdo entre os membros consistentes, com os digitos elevados consistentemente
durante o avango da marcha. A posicdo da pata é predominante paralela no contato inicial e
rotacionada ao final do movimento.

Passo plantar e coordenagdo entre os membros consistentes durante a marcha, com os digitos elevados
consistentemente. A posicdo da pata € predominante paralela no contato inicial e ao final do
movimento, e a cauda permanece abaixada em parte ou na totalidade do tempo de avaliag&o.

Passo plantar e marcha coordenada consistentes, a posicéo da pata é predominante paralela no contato
inicial e quando o animal avanga, porém com instabilidade de tronco e a cauda consistentemente
elevada.

Passo plantar e marcha coordenada consistentes, a posicao da pata é predominante paralela no contato
inicial e quando o animal avanga, com estabilidade de tronco e a cauda consistentemente elevada.
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3.10 Quantificagdo das espécies reativas de oxigénio

No estresse oxidativo hd o desequilibrio entre a produgdo das espécies reativas de oxigénio
(ERO) e os antioxidantes, com oxidacdo de biomoléculas (Sun e Chen, 1998). E possivel
quantificar os niveis de ERO presente no tecido medular por meio do ensaio com DCHF-DA
(2°,7’-dichloroflorescein diacetate) em conjunto com espectrofluorimetria (LeBel,
Ischiropoulos e Bondy, 1992). O DCHF-DA é uma sonda sensivel e permeavel as células, e por
ser um composto lipofilico e ndo fluorescente, é incorporado as células pelo processo de difusdo
passiva na membrana plasmatica. Posteriormente, é desacetilado pelas enzimas esterases ao
nivel celular produzindo o composto oxidante ndo fluorescente DHCF e que esta preso no
interior das células. Na presenca de peroxido de hidrogénio (H202), em combinacdo com
peroxidases e outros catalisadores de proteinas do grupo heme, o DCHF é oxidado a niveis
altamente fluorescentes, gerando o DCF que é o produto final da desacetilagdo. O DCF é
altamente fluorescente com espectro de emissdo a 523 nm. Ele é facilmente medido e é a base
do ensaio intracelular para deteccdo dos niveis de ERO, e a intensidade da fluorescéncia é
proporcional aos niveis presentes no citosol celular (Loetchutinat et al, 2005; Bonini et al,
2006).

A determinacdo dos niveis das especies reativas de oxigénio foi baseada na metodologia
descrita por Loetchutinat et al. (2005) com adapta¢des. Nas amostras dos segmentos medulares
coletadas cranial ao epicentro da lesdo, foram adicionadas 750 pl de solugdo tampéo TRIS-
HCL. A solucdo resultante de cada amostra foi homogeneizada em sonicador por 2 minutos e
centrifugada a 2.500 rpm a 4°C durante 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo plastico siliconizado para a analise da peroxidacdo lipidica. Em uma cubeta de
acrilico adicionou-se 2 ml de solucéo de PBS e 5ul da amostra para a realizacdo da leitura de
fluorescéncia (502/523 nm) em aparelho espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301%°. Apds a
estabilizacao da linha de base em 30 segundos, ocorreu a adi¢do de 2 pul a 40 nM de DCHF-DA
para quantificacdo de ERO. A taxa de aquisicao foi de uma leitura por segundo em temperatura
controlada a 37°C, em um tempo de 380 segundos de leitura.

3.11 Avaliacado da peroxidacao lipidica

O ensaio da peroxidacdo lipidica foi realizada de acordo a metodologia descrita por Ohkawa,
Ohishi e Yagi (1979), determinando o contetdo de malondialdeido (MDA) presente no
sobrenadante do homogenato, por meio da reacdo colorimétrica com acido tiobarbitarico (TBA)
em altas temperaturas, produzindo um complexo de coloracdo résea que é quantificado no
espectrofotdbmetro.

Uma aliquota de 200 ul do sobrenadante obtido anteriormente, foi incubado com 500 pl de
solucdo tampao de acido acético em pH 3,4, 200 ul de solucédo de dodecil sulfato de sédio 8,1%,
100 pl de agua e 500 pl de acido tiobarbitarico 0,8%, durante 90 minutos a 95°C. A leitura
espectrofotométrica do contetdo de MDA foi realizada no comprimento de onda de 532 nm no
espectrofotdmetro UVmini — 124027 apds o resfriamento das amostras.
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3.12 Avaliacéo da expressao génica pela reacéo em cadeia da polimerase via transcriptase
reversa em tempo real (RT-qPCR)

O RT-gPCR quantifica os niveis de expressdo génica ao medir a quantidade de RNA celular,
por meio da conversdo do RNA em DNA complementar (cDNA) por meio da transcriptase
reversa (Nolan, Hands e Bustin, 2006). Este método mede a fluorescéncia da amostra bioldgica
durante a ciclagem térmica e neste caso combinado com o corante de ligagdo de DNA de cadeia
dupla SYBR® Green. A técnica permite que a amplificacio, deteccdo e quantificacio do DNA
sejam produzidas em uma Unica etapa, proporcionando agilidade na obtencédo de resultados e a
diminuicao nos riscos de ocorrer contaminacdo das amostras (Pryor e Wittwer, 2006).

Nesta reacdo € determinado o valor de Cqg (Ciclo quantitativo) que representa 0 nimero de
ciclos necessarios para que a fluorescéncia atinja o seu limiar de deteccdo, e com este valor é
realizado a quantificacdo absoluta e relativa dos acidos nucléicos. Neste trabalho, realizou-se a
quantificacdo relativa que se baseia na comparacdo de um gene alvo em relacdo ao gene de
referéncia (“housekeeping™). O método comparativo 2"24T foi utilizado para analise de dados
(Livak e Schmittgen, 2001).

Avaliou-se a expressdo génica relativa dos genes Bax?®, caspase-32°, caspase-8>° e caspase-9°%!
por meio da técnica de RT-qPCR. Analisou-se 0 material coletado do segmento medular 1,0
cm caudal adjacente ao epicentro da lesdo. Utilizou-se os primers das proteinas relacionadas a
apoptose Bax, caspase-3, caspase-8, caspase-9 que sao pré-apoptéticas e a proteina constitutiva
beta-actina®> como o gene normalizador (“housekeeping gene”) (Quad. 2).

Quadro 2. Genes e sequéncia de nucleotideos dos primers iniciadores para RT-qPCR.

Gene Sequéncia de Nucleotideos Iniciadores (5’a 3°)
Bax F: CCAAGAAGCTGAGCGAGTGTCTC

R: AGTTGCCATCAGCAAACATGTCA
Caspase-3 F: TGGAGGAGGCTGACCGGCAA

R: CTCTGTACCTCGGCAGGCCTGAAT
Caspase-8 F: TAAGACCTTTAAGGAGCTTCATTTTGA

R: AGGATACTAGAACCTCATGGATTTGAC
Caspase-9 F: TGGAGGAGGCTGACCCGGCAA

R: CCACAGCTCCGCGACTTGCA
Beta-actina F: GCGTCCACCCGCGAGTACAA

R: ACATGCCGGAGCCGTTGTCG

Fonte: Fukushima, 2012.

26 Shimadzu Corporation — Kyoto, Japan.

27 Shimadzu Corporation — Kyoto, Japan.

28 Primer Bax F e Primer Bax R — Thermo Fisher, S&o Paulo, SP, Brasil.

2% Primer Cas-3 F e Primer Cas-3 R — Thermo Fisher, Sdo Paulo, SP, Brasil.

30 Primer Cas-8 F e Primer Cas-8 R — Thermo Fisher, Séo Paulo, SP, Brasil.

31 Primer Cas-9 F e Primer Cas-9 R — Thermo Fisher, S&o Paulo, SP, Brasil.

32 Primer Beta-act. F e Primer Beta-act. R — Thermo Fisher, Sdo Paulo, SP, Brasil.
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- Extracdo do RNA

As amostras foram retiradas do freezer -80°C e mantidas em gelo para permitir o
descongelamento gradativo. Iniciou-se a extragcdo do RNA com a adi¢éo de 750 pl do reagente
Trizol® em cada amostra (relagdo 3:1) e homogeneizacdo no aparelho Tissue Lyser 113* na
frequéncia de 30 Hz, durante 2 minutos. As solu¢cbes homogeneizadas foram incubadas a
temperatura ambiente e, apds 5 minutos foram adicionados 0,2 ml de cloroférmio PA livre de
RNAses e incubadas novamente a temperatura ambiente por 15 minutos. Ao término desse
periodo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g durante 15 minutos a 4°C para separacao
de trés fases distintas: inferior rosada (proteinas), intermediaria branca (DNA) e superior aquosa
(RNA). A fase aquosa encontrada na parte superior foi pipetada e transferida para um novo
microtubo estéril livre de RNAse e adicionado 0,5 ml de alcool isopropilico 100% absoluto
livre de RNAse e incubado a temperatura ambiente por 10 minutos, com o objetivo de precipitar
0 RNA. Procedeu-se a centrifugacdo da solugdo a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C e 0
sobrenadante foi descartado por inversdo do tubo, cuidadosamente a fim de ndo perder o
precipitado obtido. O precipitado foi lavado com 1 ml de etanol a 75% e homogeneizado
durante 15 segundos e centrifugado a 7.500 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado, deixando as amostras secarem em temperatura ambiente até a completa evaporagéo
do etanol. O precipitado de RNA foi ressuspendido em 75 pl de agua livre de RNAse e
homogeneizado por repetidas pipetagens, e foi retirado 0,5 ul para quantificacdo de RNA no
espectrofotdmetro NanoVue™ plus® e as amostras congeladas a -80°C para sintese do DNA
complementar (cDNA). A concentracdo final de RNA foi determinada em ng/ul e as
absorbancias das amostras foram obtidas em 230, 260 e 280 nm, assim 0 equipamento avaliou
as razbes A260/230 e A260/280, RNA/fenolicos e RNA/proteinas, respectivamente. Foram
considerados os valores entre 1,7 a 2,0, para ambas as razoes.

As reagBes de PCR foram realizadas com o kit QuantiFast SYBR® Green RT-gPCR? de acordo
com as recomendages do fabricante, no aparelho 7900HT Fast Real-Time PCR System®’ e com
o auxilio da plataforma ABI Prism® 7900HT®’. As amostras foram preparadas individualmente
com uma solugdo “mix” contendo 12,5 ul de SYBR® Green e 1 ul de Rox presentes no kit, 7,5
ul de agua ultrapura, 1 ul do primer iniciador forward e 1 ul do reverse do gene estudado. Ao
final da reacéo, foi adicionado 2,0 ul do cDNA, com volume final de 25 pl em cada pogo da
placa de cultura que foi selada com adesivo 6ptico. Em seguida, a placa foi centrifugada a 1 x
g por 1 minuto.

33 TRIzol® - Invitrogen, Life Technologies, CA, USA.
34 Qiagen® Inc. - Valencia, CA, USA

% GE Healthcare Lifescience — Séo Paulo, SP, Brasil
% Qiagen® Inc. - Germantown, MD, USA.

37 Applied Biosystems — Foster City, CA, USA.
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As reagOes de amplificagdo do cDNA foram realizadas em duplicata, com as seguintes
condigdes de ciclo: 30 minutos a 48°C para transcriptase reversa; 10 minutos a 95° C para
ativacdo da DNA polimerase e, em sequéncia 45 ciclos de 15 segundos a 95°C para
desnaturacéo da fita dupla e um minuto a 60°C para anelamento e extensdo dos amplicons.

O Software 7500 v.2.1 (Applied Biosystems) apresentou em graficos as curvas de amplificagdo
génica do DNA em relacdo ao numero de ciclos. O ciclo limiar ou threshold (Ct) é o que
determina quantos ciclos foram necessarios para o inicio desta amplificacdo, pela emissdo de
fluorescéncia especifica do alvo molecular quando atinge o limiar basal estabelecido. Portanto,
quanto maior a expressdo do gene estudado, mais copias serdo sintetizadas em ciclos iniciais e
menor sera o Ct (Nolan, Hands e Bustin; 2006; Pabinger et al., 2014). Determinou-se 0 gene
beta-actina como normalizador por ndo apresentar influéncia na anélise, uma vez que é presente
nos tecidos bioldgicos de forma constitutiva (Rebougas et al., 2013). Assim, o Cr relativo do
RNA mensageiro de cada amostra foi normalizado em relacdo ao Cr do gene beta-actina,
gerando o valor ACr, esses valores foram comparados ao ACtmédio do grupo controle negativo
(CN) formando o AACt e a expressdo génica foi dada pela formula 2-24€T (Livak e Schmittgen,
2001).

3.13 Andlise Estatistica

Neste estudo utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado. A normalidade dos
parametros foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e constatou-se que todas elas eram néo-
paramétricas. Os escores referentes a avaliagdo motora dos animais foram submetidas ao teste
Friedman entre os dias e os grupos foram comparados no 7° dia pelo teste de Kruskal-Wallis.
Os dados referentes as espécies reativas de oxigénio, peroxidacao lipidica e a expressao génica
foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido de comparacGes multiplas entre pares
de tratamento pelo teste post-hoc de Dunn, adotou-se nivel de significancia de 5% (p<0,05). As
andlises estatisticas foram realizadas com o software estatistico InfoStat versdo 2016
(Universidade Nacional de Cérdoba, Argentina).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Cultivo e caracterizacdo fenotipica das células tronco mesenquimais

As células tronco mesenquimais da medula éssea de ratos Wistar, foram cultivadas até a terceira
passagem e apresentaram as caracteristicas morfologicas tipicas in vitro descritas em literatura,
morfologia semelhante ao fibroblasto (Fig. 3), aderéncia ao material plastico e rapida expansao
celular (Caplan e Dennis, 2006; Dominici et al., 2006).

—

50 pm

Figura 3. Fotomicrografia de células tronco mesenquimais indiferenciadas da medula 6ssea de ratos Wistar.
Observe a caracteristica morfoldgica semelhante a fibroblasto no cultivo celular em garrafa T75 cm?com DMEM
e 10% de soro fetal bovino (objetiva 40x).

Realizou-se a caracterizacdo fenotipica das CTM da medula 0ssea, considerando a expresséo
dos marcadores fenotipicos nos seguintes antigenos, com suas respectivas porcentagens: CD45
3,06%, CD73 93,99%, CD54 95,10% e CD90 86,77% (Ocarino et al., 2008). As células
cultivadas apresentam as caracteristicas necessarias para serem consideradas como células
tronco, e ndo pertencendo a linhagem hematopoiética, conforme determinado pelo
Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of International Society for Cellular Therapy.

4.2. Modelo experimental do trauma medular agudo

Os modelos animais de laboratério sdo necessarios para compreender os aspectos da leséo
medular traumatica, avaliando as alteracbes moleculares, bioquimicas e histologicas
decorrentes dessa patologia (Onifer, Rabchevsky e Scheff, 2007). No intuito de descobrir e
desenvolver novos farmacos e terapias que visem a prevencdo da perda neuronal (Rowland et
al., 2008), ainda é necessario 0 uso de animais em modelos experimentais. Os ratos de
laboratdrio sdo animais de baixo custo de obtencdo, facil manuseio, e possiblidade de utilizar
um namero maior de animais nas pesquisas (Taoka e Okajima, 1998). O trauma medular
induzido por haste com queda de peso (Kwon et al., 2004) é o modelo mais aceito pelos
pesquisadores por mimetizar a situacdo semelhante que ocorre com 0s seres humanos
(Rodrigues et al., 2010).
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A utilizacdo do dispositivo de trauma estereotaxico MASCIS Impactor, permitiu a realizacdo
de um trauma medular contusivo padronizado em todos os grupos submetidos ao trauma, o que
permitiu acompanhamento do processo de injuria medular, corroborando os estudos realizados
por Santos et al. (2011), Coelho (2016) e Azevedo (2018). Todos o0s animais desses grupos
apresentaram o escore BBB entre 0 a 1 na primeira avaliagdo ap0s a lesdo medular.

Os animais submetidos a contusédo com 25 mm de altura apresentaram paraplegia nos membros
pélvicos, e alguns animais apresentaram hematuria nos primeiros dias ap6s a lesdo medular. Os
resultados apontam que o trauma obtido com uma haste de 10 g em queda livre a 25 mm de
altura foi considerado grave, contrapondo Rodrigues et al. (2010) e Santos et al. (2011), que
obtiveram trauma moderado em modelos experimentais de trauma semelhantes. Essa diferenga
pode ser devido ao tamanho e peso dos animais, bem como a localizagdo da lesdo. Entretanto,
Agrawal e colaboradores (2010) realizaram o trauma contusivo utilizando o MASCIS com
classificag@o das seguintes alturas de impacto: 6,25 mm (leve), 12,5 mm (moderado), 25 mm
(grave) 50 mm (muito grave); assim, os dados obtidos corroboram os deste estudo.

O grupo controle negativo (CN) ndo teve nenhuma alteracdo motora, demonstrando que o
procedimento cirdrgico de laminectomia ndo comprometeu a integridade da medula espinhal e,
consequentemente a funcdo motora, conforme observado em outros estudos com o trauma
medular agudo em ratos Wistar (Costa, 2010; Drummond, 2010; Torres et al., 2010 e 2016;
Caldeira, 2011; Fukushima, 2012; Oliveira et al., 2014a, 2014b e 2018; Coelho, 2016, Silva et
al., 2018).

O comportamento dos animais nédo foi alterado ao longo dos sete dias do experimento. N&o
houve demonstracéo de dor e alteracdo da ingestdo diaria de agua e alimento, o0 que sugere que
a analgesia realizada com a administracdo de sulfato de morfina foi eficiente. A auséncia de
complicacBes pds-operatorias como infeccdo, deiscéncia de pontos na ferida cirdrgica ou
automutilacdo, demonstrou eficacia da assepsia cirurgica, bem como o emprego de antibidtico
profilatico.

N&o houve alteracao clinica nos animais que receberam as células tronco mesenquimais, a -
conotoxina MVIIC e a associacdo das duas terapias, sendo indicativo a auséncia de efeitos
colaterais clinicos decorrentes desses tratamentos.

4.3. Avaliacdo da fun¢do locomotora em campo aberto
O teste BBB permitiu uma avaliacdo de facil execucdo e aplicavel nos animais, sem causar
nenhum dano ou estresse. Os ratos avaliados previamente ao trauma apresentaram o escore

maximo 21, caracterizado pela auséncia de déficit neuroldgico, portanto com a deambulacéo
normal, suporte de peso nos quatro membros, estabilidade do tronco e cauda elevada.
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Os animais do grupo CN mantiveram o escore 21 na avaliacdo durante todo o experimento,
demonstrando que o procedimento cirurgico de laminectomia sem o trauma medular ndo
ocasionou nenhuma lesdo na medula espinhal (Fig. 4A). Os demais grupos submetidos ao TMA
apresentaram paraplegia dos membros posteriores imediatamente ap6s o trauma, representado
pelo escore médio de 0 a 1 (Fig. 4B). Este resultado demonstra que o trauma efetuado foi
padronizado e grave, e estes animais gradualmente recuperaram a funcdo locomotora em
diferentes graus classificados de acordo com escore BBB (1 a 21) (Fig. 4C).

Os animais do grupo CP apresentaram escore médio 1 no 1° dia e 5 no 7° dia de avalia¢do. O
grupo MVIIC apresentou escore 0 e 2 no 1° e 7° dia, respectivamente. Ja o grupo CTM-MO
apresentou escore médio 1 no 1° dia e 6 no 7° dia e o grupo MVIIC + CTM-MO apresentou 1
e 10, no 1° e 7° dia, respectivamente (Tab.1).

Tabela 1. Escore medio de avaliacdo da funcdo locomotora em campo aberto, de ratos Wistar
submetidos a laminectomia (CN) e trauma medular associado aos tratamentos com placebo
(CP), w-conotoxina (MVIIC), celulas tronco mesenquimais da medula 6ssea (CTM-MO) e sua
associagdo (CTM-MO + MVIIC).

Dias/Grupos 1° 2° 3° 40 50 6° 7°
CN 21 21 21 21 21 21 21
CP 1 1 2 3 3 4 5
MVIIC 0 0 1 1 1 2 2
CTM-MO 1 2 2 3 4 5 6
MVIIC + CTM-MO 1 2 3 4 5 8 10

Observa-se que os animais do grupo MVIIC + CTM-MO atingiram uma melhor classificacdo
no escore BBB, demonstrado pela apresentacdo clinica com suporte de peso ocasional na
passada plantar, sem coordenacdo entre 0s membros toracicos e pélvicos. Ressalta-se que dois
animais desse grupo apresentaram escores 18 e 21, sugerindo que a associagdo da w-conotoxina
MVIIC as CTM-MO possa ter determinado a recuperacao motora desses animais. Outro aspecto
importante é o fato de que no grupo CP houve um animal que apresentou escore 20 ao 7° dia, 0
que contribui para a aumentar a sua media.

Os animais foram comparados entre os dias de avalicdo em cada grupo pelo teste de Friedman,
demonstrando que, com excecdo do grupo CN que ndo apresentou déficits neuroldgicos, os
demais grupos apresentaram diferenca estatistica significativa (p<0,05).

Quando se comparou 0s grupos ao 7° dia de avaliacdo, observou-se diferenca estatistica
significativa dos grupos CP, MVIIC e CTM-MO em relacdo ao grupo CN. Entretanto, o grupo
MVIIC + CTM-MO foi semelhante ao grupo controle negativo (Fig. 5). Esse resultado indica
que houve a recuperacao motora rapida do grupo MVIIC + CTM-MO, sugerindo que as células
tronco em associagdo com a MVIIC apresentaram efeito neuroprotetor no TMA.
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Figura 4. Avaliacdo da fungdo locomotora em campo aberto ao 7° dia pela escala de BBB em ratos Wistar.
A) Animal do grupo CN, classificado no escore 21, observa-se sustentagdo de peso nos membros toracicos e
pélvicos com estabilidade do tronco e cauda elevada. B) Animal do grupo CP, classificado no escore 0 a 1, nenhum
movimento observavel a movimento discreto de uma a duas articulagdes do membro pélvico. C) Animal do grupo
CTM-MO, classificado no escore 20, observa-se sustentacdo de peso nos membros toracicos e pélvicos com
instabilidade do tronco, e cauda elevada (esta Ultima ndo observavel na imagem).
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Figura 5. Representacéo grafica do escore médio de avaliagdo da fungdo locomotora em campo aberto durante os
sete dias, de ratos Wistar submetidos & laminectomia (CN) e trauma medular associado aos tratamentos com PBS
estéril (CP), m-conotoxina (MVIIC), células tronco mesenquimais da medula 6ssea (CTM-MO) e sua associacéo
(CTM-MO + MVIIC). Letras minusculas diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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Estudos com a m-conotoxina MVIIC no TMA observaram melhora na fungdo motora quando
aplicadas pelas vias intralesional e intratecal (Oliveira et al., 2014a; Lozano, 2017; Azevedo,
2018), o que ndo foi observado no presente estudo. Essas diferengas de resultados podem ser
pelos tempos diferentes de estudos e administracdo da conotoxina, além da via de aplicacéo.
Conclui-se que este tratamento ndo trouxe beneficio para os animais dos grupos tratados em
comparagdo ao grupo positivo.

As células tronco mesenquimais em sua aplicacdo isolada ou associada a conotoxina
demonstraram que os animais tiveram uma melhor recuperacdo motora, corroborando com os
resultados de outros estudos. Osaka e colaboradores (2010) constataram que a aplicacdo de
CTM (6 h, 1° e 3° dia) em animais ap6s o trauma medular contusivo, determinou a rpida
recuperacgdo da funcdo motora avaliada pela escala de BBB, em comparag¢do com 0s grupos que
receberam estas células tardiamente no 7°, 10°, 14° 21° e 28° dias pds-trauma. Outros
pesquisadores observaram os mesmos efeitos sobre a recuperacdo da fungdo motora com
aplicagdes, vias intralesional e intravenosa de CTM (Caldeira, 2011; Carvalho, 2011 e 2016;
Silva et al., 2018; Torres et al., 2018).

O grupo MVIIC + CTM-MO foi considerado o melhor grupo no teste de BBB, alcancando
escores mais altos em relagdo aos outros grupos, verificando que houve sinergia entre as
terapias favorecendo a recuperacdo neuroldgica, comprovado pela ndo diferenca estatistica
entre este grupo e o controle negativo. A melhora da funcdo motora neste grupo, poderia ser
pelo fato da acdo da conotoxina no bloqueio dos CCVD diminuindo os efeitos deletérios da
lesdo secundaria, e as celulas tronco que teriam agido na regeneracdo do tecido medular
lesionado.

Portanto, os resultados indicaram que a aplicacdo intravenosa para o transplante de células
tronco apresentou efeito terapéutico na recuperacdo motora na lesdo medular, corroborando
outras pesquisas realizadas (Osaka et al., 2010, Caldeira, 2011; Silva et al., 2018; Carvalho,
2011 e 2016; Torres et al., 2016 e 2018). O procedimento é considerado ndo invasivo, as células
possuem a capacidade de atingir o local da injuria, dispensando a cirurgia para sua aplicacédo
intralesional. Dessa forma, evita-se uma nova exposicao e lesdo na medula espinhal (Osaka et
al., 2010; Han et al., 2014; Ohta et al., 2017).

44



4.4 Quantificacdo das espécies reativas de oxigénio e mensuragdo do malondialdeido no
tecido medular

A geracdo das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sdo eventos precoces que se iniciam
imediatamente apds a lesdo medular. O excesso de radicais livres desestabiliza a homeostase
ibnica com destruicdo de proteinas e acidos nucléicos, com feedback positivo para mais
formacdo de ERO. Esse reage com acidos graxos poliinsaturados causando a degradacéo
oxidativa de lipideos, denominado de peroxidacdo lipidica (Liu et al., 1998; Vasconcelos et al.,
2007; Bains e Hall, 2012). Nesse estudo, ndo se observou diferenga estatistica entre os
tratamentos (p>0,05) na geracdo de ERO e peroxidacdo lipidica (Fig. 6 e 7).
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Figura 6. Efeito da m-conotoxina MVIIC, das células tronco mesenquimais (CTM-MO) e sua associa¢ado
sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio sete dias apds o trauma medular. Representacdo gréfica de
médias e desvios-padrdes dos niveis de ERO dos grupos submetidos a laminectomia (CN) e ao trauma medular
espinhal tratados com PBS estéril (CP), w-conotoxina MVIIC (MVIIC), células tronco mesenquimais da medula
6ssea (CTM-MO) e sua associagdo (MVIIC + CTM-MO). N&o se observou diferenga estatistica entre os grupos
estudados (teste de Kruskal-Wallis, p>0,05). Nivel de ERO nos grupos com suas respectivas médias e desvios-
padrdes: CN 82,96 + 19,28; CP 90,79 + 25,88; MVIIC 78,85 * 19,33; CTM-MO 84,30 + 14,01; MVIIC + CTM-
MO 114,64 + 19,27.

O grupo MVIIC apresentou o menor valor do nivel de ERO, corroborando os estudos de
Oliveira et al. (2014a e 2014b). Porém, as médias ndo diferiram estatisticamente entre si
(p>0,05), sugerindo apenas que houve uma tendéncia na diminui¢do da producdo de ERO.
Provavelmente a via subaracndidea ndo é a melhor via para a aplicacdo da conotoxina, uma vez
que Oliveira e colaboradores (2014a) aplicaram pela via intralesional a MVIIC na dose 15 pmol
obtendo a reducao significativa dos niveis de ERO.
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Figura 7. Efeito da o-conotoxina MVIIC, das células tronco mesenquimais (CTM-MO) e sua associagao
sobre a peroxidacdo lipidica sete dias apds o trauma medular. Representacdo grafica de médias e desvios-
padrGes dos niveis de malondialdeido (MDA) dos grupos submetidos a laminectomia (CN) e ao trauma medular
espinhal tratados com PBS estéril (CP), m-conotoxina MVIIC (MVIIC), células tronco mesenquimais da medula
6ssea (CTM-MO) e sua associacdo (MVIIC + CTM-MO). Néo se observou diferenca estatistica entre os grupos
estudados (teste de Kruskal-Wallis, p>0,05). Quantificacdo de MDA nos grupos com suas respectivas médias e
desvios-padrfes: CN 0,043 + 0,014; CP 0,056 + 0,009; MVIIC 0,058 + 0,027; CTM-MO 0,070 + 0,030 e MVIIC
+ CTM-MO 0,055 + 0,009.

N&o houve diferenca estatistica na mensuracdo dos niveis malondialdeido no tecido medular
entre os grupos estudados, apesar do grupo MVIIC + CTM-MO ter exibido um valor menor de
MDA quando comparados aos grupos MVIIC e CTM-MO. Portanto, a m-conotoxina MVIIC e
as CTM néo foram capazes de reduzir os efeitos deletérios da peroxidacao lipidica no TMA.

A producdo das espécies reativas de oxigénio e a peroxidacao lipidica sdo dois eventos que
estdo intimamente correlacionados (Bains e Hall, 2012). Os efeitos toxicos de ERO na
membrana lipidica causam o aumento da permeabilidade na membrana plasmatica, permitindo
a passagem de ions e outras substancias prejudicais a células (Farooqui e Horrocks, 2001).
Quando o sistema antioxidante ¢é ativado de maneira eficaz ele consegue reduzir o ERO e,
consequentemente a peroxidacao lipidica. Para verificarmos melhor a acdo em conjunto destes
dois tratamentos, seria interessante mensurar outras enzimas envolvidas no sistema de defesa
antioxidante como a SOD catalase e glutationa peroxidase, avaliando a homeostase celular no
tecido injuriado (Chan, 2001).
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4.5 Expressao génica dos fatores pro-apoptoticos no trauma medular

As analises dos fatores pro-apoptéticos Bax, caspases-3, 8 e 9 foram realizadas com o segmento
caudal ao epicentro da lesdo medular. A escolha deste segmento foi determinada por estudos
que constataram que h&d maior quantidade de células apopt6ticas em relagdo ao segmento cranial
(Citron et al., 2000; Dasari et al., 2007; Torres, 2014).

A expressdo génica relativa das caspases 3 e 8 apés a inducdo do TMA em ratos Wistar nao
demonstraram diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05) (Fig. 8 e 9). Porém, é importante
ressaltar o valor obtido para o grupo CP em todos os fatores pré-apoptoticos analisados. Era
esperado que este grupo apresentasse um valor maior em comparagdo ao grupo CN ou aos
demais grupos, mas o observado foi que o trauma contusivo grave resultou em um maior indice
de necrose no tecido medular, uma vez que ndo foi possivel constatar a apoptose. Ja nos grupos
tratados MVIIC, CTM-MO e MVIIC + CTM-MO houve uma reducao do indice de necrose o
que possibilitou a avaliagdo destes parametros, 0s quais se apresentaram maiores que o0 CN,
como esperado.
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Figura 8. Mensuragdo da expressdo génica relativa do fator pré-apoptotico caspase-3 no tecido medular
sete dias apds o trauma medular contusivo. Representacdo grafica de médias e desvios-padrdes dos grupos
submetidos a laminectomia (CN) e ao trauma medular espinhal tratados com PBS estéril (CP), w-conotoxina
MVIIC (MVIIC), células tronco mesenquimais da medula dssea (CTM-MO) e sua associagdo (MVIIC + CTM-
MO). Nédo se observou diferenca estatistica entre os grupos estudados (teste de Kruskal-Wallis, p>0,05).
Quantificacao génica da caspase-3 nos grupos com suas respectivas medias e desvios-padrdes: CN 1,19 + 0,78;
CP 1,12 +1,18; MVIIC 3,05 £ 3,21; CTM-MO 4,11 + 2,32 e MVIIC + CTM-MO 5.47 + 10,37.
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Figura 9. Mensuracgdo da expressdo génica relativa do fator pré-apoptotico caspase-8 no tecido medular
sete dias apds o trauma medular contusivo. Representacdo grafica de médias e desvios-padrdes dos grupos
submetidos a laminectomia (CN) e ao trauma medular espinhal tratados com PBS estéril (CP), m-conotoxina
MVIIC (MVIIC), células tronco mesenquimais da medula dssea (CTM-MO) e sua associacdo (MVIIC + CTM-
MO). Nao se observou diferenca estatistica entre os grupos estudados (teste de Kruskal-Wallis, p>0,05).
Quantificacdo génica da caspase-8 nos grupos com suas respectivas médias e desvios-padrdes: CN 1,32 + 0,82;
CP 0,39 £ 0,21; MVIIC 7,05 + 12,66; CTM-MO 2,50 + 2,60 e MVIIC + CTM-MO 1,83 + 1,98.

A apoptose é regulada por dois caminhos: a via extrinseca e intrinseca. As caspases 3 e 8 atuam
na via extrinseca, e a caspase-8 € considerada uma enzima iniciadora induzida pelos receptores
de morte (Fas ou TNF) presentes na membrana plasmatica (Boldin et al., 1996; Thornberry e
Lazebnik, 1998). Uma vez ativadas, as caspases clivam substratos protéicos desencadeando
outros fenotipos modulados pela expressdo ou ativacdo de outras proteinas pro e anti-
apoptoticas que efetivam ou bloqueiam a morte celular (Poreba et al., 2018). A caspase-8 atua
na clivagem da proteina Bid aumentando a permeabilidade mitocondrial, favorecendo o
feedback positivo da cascata apoptotica (Crawford e Wells, 2011).

Sabe-se que o0 excesso de producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio elevam a
expressao dos receptores mencionados na membrana plasmatica. Os tratamentos propostos ndo
diminuiram os niveis de estresse oxidativo, sugerindo que este fato pode estar relacionado a
ndo diminuicdo dos fatores apoptdticos. Assim, Sa0 necessarios mecanismos que preservem as
mitocéndrias no intuito de reduzir a formacao adicional de ERO, e consequentemente diminuir
a apoptose.

Em relacdo a expressdo génica da caspase-9, observou-se diferenca estatistica (p<0,05) entre
os grupos (Fig. 10). Os grupos que receberam as células tronco mesenquimais de forma isolada
(CTM-MO) ou associada a o-conotoxina MVIIC (MVIIC + CTM-MO) apresentaram valores
menores em comparagdo ao grupo CN, sugerindo que possa ter ocorrido neuroprotecao, apesar
de ndo ter diferido estatisticamente em relacéo aos grupos CN e CP.
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A o-conotoxina MVIIC apresentou maior indugdo apoptotica em comparagéo ao grupo CP, que
recebeu somente 10 pl de PBS via intratecal. A conotoxina isoladamente ndo promoveu
neuroprotecao, apesar de seu resultado ser semelhante ao grupo CN, e maior que os grupos CN,
CTM-MO e MVIIC + CTM-MO. Este resultado ndo corrobora com os estudos realizados por
Oliveira (2012) e Azevedo (2018), que demonstraram que a aplicagdo da MVIIC por vias
intralesional e intratecal, respectivamente, reduziram os niveis desta caspase no TMA. Contudo,
deve-se atentar que no estudo de Azevedo (2018), o trauma contusivo gerado pelo dispositivo
estereotaxico MASCIS Impactor nos animais é considerado como leve (12 mm de altura) em
comparacéo a este estudo que foi trauma grave (25 mm de altura).
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Figura 10. Mensuracdo da expressao génica relativa do fator pré-apoptético caspase-9 no tecido medular
sete dias apds o trauma medular contusivo. Representacdo grafica de médias e desvios-padrdes dos grupos
submetidos a laminectomia (CN) e ao trauma medular espinhal tratados com PBS estéril (CP), w-conotoxina
MVIIC (MVIIC), células tronco mesenquimais da medula 6ssea (CTM-MO) e sua associagdo (MVIIC + CTM-
MO). Observou-se diferenca estatistica entre os grupos estudados (teste de Kruskal-Wallis, p<0,05). Quantificacdo
génica da caspase-9 nos grupos com suas respectivas médias e desvios-padrdes: CN 1,40 + 1,25; CP 0,40 + 0,11,
MVIIC 5,49 + 7,68; CTM-MO 0,55 + 0,20 e MVIIC + CTM-MO 0,77 £ 1,00. Letras minusculas diferem entre si
pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

A expressdo relativa do gene Bax demonstrou que o grupo MVIIC + CTM-MO promoveu
reducdo deste fator pro-apoptotico (p<0,05). O tratamento isolado com as CTM-MO apresentou
menor valor da expressdo génica em comparacdo com os grupos CN e CP, sugerindo a
diminuicao de apoptose no tecido medular (Fig. 11).

O Bax atua na via intrinseca de apoptose; e se transloca do citoplasma para a superficie
mitocondrial, permitindo a permeabilidade seletiva e liberando o citocromo c, recrutando as
pro-caspases 9. A reducdo desse fator pré-apoptotico pode ter contribuido para a reducdo da
expressdo génica da caspase-9 dos grupos tratados (CTM-MO e CTM-MO + MVIIC). O
resultado encontrado corrobora Oliveira et al. (2018), que também observou a reducdo das
caspases 3 e 8, 0 aumento da expressdo do fator anti-apoptético Bel-xL apos a aplicacdo de
outro bloqueador de CCVD, a w-conotoxina MVIIA no TMA em ratos. Portanto, o tratamento
da MVIIC associado as CTM-MO demonstrou efeito neuroprotetor, agindo na via intrinseca da
apoptose.
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Figura 11. Mensuracdo da expressdo génica relativa do fator pré-apoptético Bax no tecido medular sete
dias ap6s o trauma medular. Representacdo grafica de médias e desvios-padrdes dos grupos submetidos a
laminectomia (CN) e ao trauma medular espinhal tratados com PBS estéril (CP), m-conotoxina MVIIC (MVIIC),
células tronco mesenquimais da medula dssea (CTM-MO) e sua associacdo (MVIIC + CTM-MO). Néo se
observou diferenca estatistica entre os grupos estudados (teste de Kruskal-Wallis, p>0,05). Quantificacdo génica
da Bax nos grupos com suas respectivas médias e desvios-padrdes: CN 1,18 + 0,71; CP 0,81 + 0,54; MVIIC 6,36
+8,15; CTM-MO 0,39 £ 0,29 e MVIIC + CTM-MO 0,08 + 0,18. Letras minUsculas diferem entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis (p<0,05).

5. CONCLUSOES

e A administracdo da m-conotoxina MVIIC associada as células tronco mesenquimais da
medula 6ssea promoveram rapida recuperacdo da funcdo locomotora ap0s o trauma medular
agudo experimental.

e A w-conotoxina MVIIC, as células tronco mesenquimais da medula dssea isolada e a
associacgdo das duas formas terapéuticas, ndo reduziram os niveis da producédo das espécies

reativas de oxigénio e da peroxidacao lipidica.

e A m-conotoxina MVIIC, as células tronco mesenquimais da medula 6ssea e sua associacao
ndo reduziram a expressdo génica dos fatores pro-apoptoticos das caspases 3, 8 e 9.

e Aassociacdo da w-conotoxina MVIIC com as células tronco mesenquimais da medula 6ssea
promoveu a reducdo da expressdo génica do fator pro-apoptético Bax.
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7. ANEXO

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Efeito da omega-conotoxina MVIIC associado 4 aplicagio de células tronco
mesenquimais no trauma medular agudo”, protocolo do CEUA: 38872017 sob a responsabilidade de Eliane
Gonealves de Melo que envolve a produgio, manutencio efou ulilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - enconfra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6820 de 15 de julho de 2008, e com as normas

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA

COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal (COMCEA), e foi aprovado pela COMISSAD

DE ETICA NO USO DE AMIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de

27022018
Vigéncia da Autorizagio 26/02/2018 a 25/02/2023
Finalidade Pesquisa

*Especiellinhagem

Rato heterogénico [ Wistar

MN® de animais

i

Pesolldade 350g ! 3(meses)
Sexo masculing
Origem Biotério

*Espéciellinhagem

Rato heterogénica / Wistar

N® de animais

i

Pesolldade 350g ! 3{meses)
Sexo masculing
Origem Biotério

*Espéciellinhagem

Rato heterogénico / Wistar

N® de animais

8

Pesolldade 350g ! 3(meses)
Sexo masculing
Origem Bioterio

*Especiellinhagem

Rato heterogénico [ Wistar

MN® de animais

8

Pesolldade 350g ! 3(meses)
Sexo masculing
Origem Biotério

*Espéciellinhagem

Rato heterogénico / Wistar

N® de animais

i

Pesofldade 350g ! 3meses)
Sexo masculing
Origem Biotério

*Especiel/linhagem

Rato heterogénico / Wistar

MN® de animais

i
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Pesofldade 150g / 4{semanas)
Sexo masculing
Origem Biotério
Consideragbes posteriores:
27022018 Aprovado na reunido do dia 28/02/2018. Validade:
26022018 & 25/02/2023

Belo Horizonta, 31/12/2018.
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