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Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Fotomicrografias de sec¢des transversais da medula espinal de ratos Lewis,
na regido do epicentro da laminectomia e submetidas & imunoistoquimica
com anti-NeuN, na 5 semana pods-inoculagdo. Figuras 7A-D-G) Medula
espinal de um animal do grupo controle negativo — CN. A) Observar a
imunomarcacdo de corpos neuronais (NeuN-positivos) distribuidos por toda
substancia cinzenta. D) Marcagdo de corpos neuronais (NeuN-positivos) no
corno dorsal da substincia cinzenta. G) Observar a presenca de numerosos
corpos neuronais (NeuN-positivos). Figuras 7B-E-H) Medula espinal de
um animal do grupo inoculado com veiculo — PLA. B) Observar a perda da
arquitetura normal e a escassez da imunomarcagdo de neurénios. E-H)
Observar a reduzida imunomarcagdo de corpos neuronais (NeuN-positivos)
no corno dorsal da substancia cinzenta (tracejado azul), confirmada pela
analise quantitativa representada nos graficos 7J-L. Figuras 7C-F-I) Medula
espinal de um animal do grupo inoculado com células tronco mesenquimais
— GCT. C) Observar a perda da arquitetura normal e a escassez da
imunomarcagdo de neurénios. F-I) Observar a reduzida imunomarcagdo de
corpos neuronais (NeuN-positivos) no corno dorsal da substincia cinzenta
(tracejado preto), confirmada pela andlise quantitativa representada nos
graficos 7J-L. J) Grafico das médias ¢ dos desvios-padrao do ntimero de
corpos neuronais NeuN-positivos/campo, presentes na regido do epicentro
da laminectomia de de ratos Lewis, na 5" semana pds-inoculagdo. J)
Grafico das médias e dos desvios-padrdo do niimero de corpos neuronais
NeuN-positivos/campo, presentes nas regides adjacentes a laminectomia de
ratos Lewis, na 5% semana pods-inoculagdo (controle negativo — CN,
inoculados com veiculo - PLA e inoculados com células tronco
mesenquimais - GCT). Asterisco indica diferenca significativa (p<0,05).
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eGFP, na 5 semana pds-inoculagdo das CTM. Observar a imunomarcagao
de células tronco mesenquimais transgénicas para a proteina fluorescente
verde (eGFP) (em vermelho) e imunomarca¢do de nucleos de outras
células (em azul pelo DAPI), localizados na substincia branca de um
animal do grupo inoculado com células tronco mesenquimais (GCT).

Fotomicrografias de sec¢Oes transversais da medula espinal de ratos
Lewis, submetidas a imunofuorescéncia com anti-proteina acida fibrilar
glial (GFAP), na 5% semana pos-inoculagdo. A) Imunomarcagdo anti-
GFAP (em vermelho) e nticleos de células (em azul pelo DAPI), no
funiculo dorsal da substancia branca, animal pertencente ao grupo controle
negativo (CN). B) Imunomarcagdo anti-GFAP (em vermelho) e nticleos de
células (em azul pelo DAPI), no funiculo dorsal da substincia branca,
animal submetido a trauma medular e inoculado com veiculo (PLA).
Observar a maior intensidade da imunomarcagdo, em relagdo ao CN. C)
Imunomarcacdo anti-GFAP (em vermelho) e nucleos de células (em azul
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Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

pelo DAPI), no funiculo dorsal da substancia branca, animal submetido a
trauma medular e inoculado com células tronco mesenquimais (GCT).
Observar a maior intensidade da imunomarcagao em vermelho, em relacao
ao CN, confirmada pela analise quantitativa representada no grafico D. D)
Analise quantitativa da porcentagem da densidade integrada de pixels na
area da fracdo para a GFAP na substancia branca, valores expressos em
médias e desvios-padrdo. Asterisco indica diferenga significativa (p<0,05).

Fotomicrografias de secgdes transversais da medula espinal de ratos
Lewis, submetidas a imunofuorescéncia com anti-sinaptofisina, na 5%
semana poés-inoculacdo (correspondente ao 49° dia apds a primeira
cirurgia). A) Imunomarcacdo anti-sinaptofisina (em vermelho) e nucleos
de células (em azul pelo DAPI) no funiculo dorsal da substancia branca,
animal pertencente ao grupo controle negativo (CN). B) Imunomarcacio
anti-sinaptofisina (em vermelho) e nticleos de células (em azul pelo DAPI)
presente no funiculo dorsal da substancia branca, animal submetido a
trauma medular e inoculado com veiculo (PLA). Observar a menor
intensidade da imunomarcac¢do, em relacdo ao CN. C) Imunomarcagdo
anti-sinaptofisina (em vermelho) e ntcleos de células (em azul pelo DAPI)
presente no funiculo dorsal da substancia branca, animal submetido a
trauma medular e inoculado com células tronco mesenquimais (GCT).
Observar a menor intensidade da imunomarcagdo, em relacdo ao CN,
confirmada pela analise quantitativa representada no grafico D. D) Analise
quantitativa da porcentagem da densidade integrada de pixels na area da
fracdo presente para a sinaptofisina na substancia cinzenta, valores
expressos em média e desvios-padrdo. Asterisco indica diferenca
significativa (*** = p<0,001; * = p<0,05). (200X)....cc0eevrrrcrrevrierrrerreereereenne.

Mensuragao por RT-PCR em tempo real da expressdo dos mRNAs do fator
neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) e da neurotrofina — 3 (NT-3)
(normalizada em relagdo ao gene constitutivo B-actina) no segmento
medular de ratos Lewis submetidos a laminectomia (CN, n = 4) ou ao
trauma medular (inoculados com veiculo - PLA, n = 4; inoculados com
células tronco mesenquimais — GCT, n = 4). A) Quantificacdo absoluta da
expressao do mRNA do BDNF, realizada na 2 semana pds-inoculagao. B)
Quantificacao absoluta da expressdo do mRNA da NT-3, realizada na 2*
semana pos-inoculagdo. C) Quantificagdo absoluta da expressao do mRNA
do BDNF, realizada na 3* semana pds-inoculacdo. D) Quantificacao
absoluta da expressdo do mRNA da NT-3, realizada na 3 semana pds-
inoculagdo. E) Quantificagdo relativa da expressdo do mRNA do BDNF,
realizada na 5" semana pos-inoculagdo. F) Quantificacdo relativa da
expressdo do mRNA da NT-3, realizada na 5% semana pds-inoculagao.
Valores expressos em médias e desvios-padrdo. Asterisco indica diferenga
SIgNIficativa (P<0,05).....iiiiiieiieiie ettt st ees

Grafico das médias e desvios-padrdo do nimero de corpos apoptdticos

presentes na medula espinal de ratos Lewis, na regido da laminectomia
(controle negativo - CN) ou do trauma medular (inoculados com veiculo -
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Figura 13.

Figura 14.

PLA ou inoculados com células tronco mesenquimais - GCT) e, submetidas
a técnica do TUNEL, na 5* semana pds-inoculacdo. Asterisco indica
diferencga significativa (*** = p<0,001; **= p<0,003).....ccccccvererrecrircrerrrnennns

Mensuracao por RT-PCR em tempo real da expressdo dos mRNAs do Bcl-
x;, e do Bax (normalizada em relacdo ao gene constitutivo B-actina) no
segmento medular de ratos Lewis submetidos a laminectomia (CN, n = 4)
ou ao trauma medular (inoculados com veiculo - PLA, n = 4; inoculados
com células tronco mesenquimais - GCT, n = 4). A) Quantifica¢@o absoluta
da expressao do mRNA do Bcl- x, realizada na 2* semana pos-inoculagdo.
B) Quantificacdo absoluta da expressio do mRNA do Bax, realizada na 2*
semana pos-inoculagdo. C) Quantificacao absoluta da expressao do mRNA
do Bcl- x;, realizada na 3* semana pos-inoculagdo. D) Quantifica¢do
absoluta da expressio do mRNA do Bax, realizada na 3* semana pos-
inoculacdo. E) Quantificacdo relativa da expressdo do mRNA do Bcl- xi,
realizada na 5% semana poés-inoculacdo. F) Quantificagdo relativa da
expressdo do mRNA do Bax, realizada na 5% semana pods-inoculagio.
Valores expressos em médias e desvios-padrao. Asterisco indica diferenca
significativa (** = p<0,003; * = P<0,05)..ccueerrierieriieieieeeeeeree e

Mensuragdo por RT-PCR em tempo real da expressio do mRNA da
caspase-9 (normalizada em relagdo ao gene constitutivo B-actina) no
segmento medular de ratos Lewis submetidos a laminectomia (CN, n = 4)
ou ao trauma medular (inoculados com veiculo - PLA, n = 4; inoculados
com células tronco mesenquimais - GCT, n = 4). A) Quantificacao absoluta
da expressdo do mRNA da caspase-9, realizada na 2* semana pos-
inoculag@o. B) Quantificagdo absoluta da expressao do mRNA da caspase-
9, realizada na 3 semana pds-inoculagdo. C) Quantificagdo relativa da
expressdo do mRNA da caspase-9, realizada na 5* semana pos-inoculagao.
Valores expressos em médias e desvios-padrdo. Asterisco indica diferenca
significativa (¥* = p<<0,003; * = P<0,05)...ccecveerieriieieieeieeree e

78

82

19



RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito das células tronco mesenquimais
indiferenciadas (CTM), oriundas da medula 6ssea, no tratamento de ratos submetidos ao trauma
medular (TME). Para tanto, foram isoladas e cultivadas CTM de cinco ratos Lewis transgénicos
para a proteina fluorescente verde (eGFP). Paralelamente, foram utilizados 61 ratos machos
Lewis adultos distribuidos em trés grupos: controle negativo (CN) e inoculados com veiculo
(PLA) ou com CTM (GCT). Todos os animais foram submetidos a laminectomia de T12, sendo
este o unico procedimento realizado no CN; enquanto que nos demais grupos foi realizado TME
com peso de 70g, durante cinco minutos. Apds 14 dias, realizou-se exposicdo deste sitio
cirargico em todos os animais, sendo que em PLA e GCT foram administrados, no epicentro da
lesdo, 2uL de PBS (tampio fosfato salina) e 1,5 x 10° CTM em 2uL de PBS, respectivamente.
O delineamento experimental foi o inteiramente casualisado, com parcelas subdivididas no
tempo. Realizou-se a cada quatro dias, durante 45 dias consecutivos, exame neuroldgico dos
animais baseado no teste de Basso, Beatie, Bresnahan (BBB) e no método adaptado da escala
descritiva. Na 27, 3" ¢ 5" semana pods-inoculagdo, os ratos foram submetidos a eutanasia para
colheita da medula espinal e avaliagdo da expressdo dos genes do BDNF, NT-3, Bcl-x;, Bax ¢
caspase-9 por RT-PCR em tempo real. Na 5* semana, a medula espinal também foi avaliada por
métodos imunoistoquimicos, utilizando-se os anticorpos anti-NeuN, anti-eGFP, anti-GFAP e
anti-sinaptofisina, bem como pela técnica de TUNEL para identificagdo das células em
apoptose. Como resultados, verificaram-se, durante todo o periodo observacional, déficits
neurologicos nos animais com trauma, caracterizados por auséncia de movimentagdo a
movimentacdo discreta dos membros posteriores (MPs) que evoluiram para posicionamento
plantar da pata sem apoio de peso no MPs. Houve diferenca estatistica entre as medianas dos
grupos PLA e GCT no 15°, 16°, 20°, 24°, 32° e 36° dia (p<0,05). Em relacao aos neurdnios
identificados pelo anticorpo NeuN, ndo houve diferenga entre os grupos com trauma (p>0,05).
Foi maior a intensidade da imunomarcagdo da sinaptofisina ¢ menor a formagdo de corpos
apoptdticos no GCT, sendo esta variavel semelhante ao do grupo CN (p>0,05). No grupo PLA
ocorreu maior expressio de Bax e de caspase-9, respectivamente, na 2* e 3" semana pos-
inoculagdo de veiculo (p<0,05). De acordo com estes resultados, conclui-se que a administragdo
de 1,5x10° CTM no epicentro da lesdo medular, promoveu a preservagdo da sinaptofisina e
interferiu favoravelmente no processo de apoptose, associado a melhora da fung¢ao motora.

Palavras-chave. Células tronco mesenquimais, trauma medular, sinaptofisina, apoptose, ratos.
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the effect of undifferentiated mesenchymal stem cells
(MSC), from bone marrow, in the treatment of rats subjected to spinal cord injury (SCI). Thus,
MSC from five Lewis rats, transgenic for green fluorescent protein (eGFP), were isolated and
cultured. Additionally, sixty-one adult male Lewis rats were randomly distributed in three
groups: sham (CN), inoculated with placebo (PLA) or with MSC (GCT). All animals underwent
laminectomy of T12, which was the only procedure for CN, whereas in the other groups
compressive SCI was performed with a 70 g rod for five minutes. After 14 days, the surgical
site was exposed in all animals, and for PLA and GCT, 2 pL PBS (phosphate buffered saline)
and 1.5 x 10° MSC diluted in 2 pL of PBS were administered at the epicenter of the injury,
respectively. The experimental design was completely randomized, with split-plots in time.
Neurological examination of animals consisted of Basso, Beatie, Bresnahan (BBB) test and the
descriptive scale adapted method were performed every four days during 45 consecutive days.
In the second, third and fifth weeks after inoculation, rats were euthanized, then the spinal cord
was collected for evaluation of gene expression of neurotrophic factors (BDNF and NT-3), and
apoptosis pathway signalings (Bcl-xL, Bax, and caspase-9) by real time RT-PCR. In the fifth
week, the spinal cord was also assessed by immunohistochemical methods, using anti-NeuN,
anti-eGFP, anti-GFAP, and anti-synaptophysin antibodies, as well as by TUNEL technique to
identify cells undergoing DNA fragmentation. Neurological deficits were observed throughout
the evaluation period in the animals with injury, characterized by lack of movement to slight
movement of hind limbs (HL), which progressed to plantar paw placement without weight
support of the HL. There was statistical difference between the medians of groups PLA and
GCT at Days 15, 16, 20, 24, 32, and 36 (p <0.05). There was no difference on neuron viability
between groups with trauma (p> 0.05), as identified by NeuN antibody. The intensity of
immunostaining for synaptophysin was higher and the formation of apoptotic bodies was lower
for GCT, and this variable was similar to the normal control group (CN) (p> 0.05). PLA group
showed a higher expression of Bax and caspase-9, respectively, in the second and third weeks
after vehicle inoculation (p <0.05). Thus, we conclude that the administration of 1.5 x 10° MSC
at the epicenter of spinal cord injury preserved synaptophysin and favorably affected the
apoptosis process, associated with improvement of motor function.

Key-words. Stem cells, spinal cord injury, synaptophysin, apoptosis, rats.
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1. INTRODUCAO

A lesdo traumatica da medula espinal
(TME) origina-se da transferéncia da
energia cinética do trauma para o tecido
nervoso, podendo com isso ocasionar
contusdo, compressdao e laceragdo. Com o
impacto, ocorre morte imediata de células
presentes no sitio da injuria, sendo comum
a intensa perda de neurénios e/ou de seus
constituintes, como as vesiculas sinapticas
(Hagg e Oudega, 2006). Posteriormente, ¢
observada uma complexa cascata de
eventos, que também contribuem para a
progressao do dano tecidual inicial (Ducker
et al., 1978; Tator e Rowed, 1979; Lohse et
al., 1980; Colter ¢ Rucker, 1988; Shores,
1992).

Dentre as alteragdes secundarias, a apoptose
apresenta papel central e a partir de insultos
gerados com o TME, podem ser ativadas as

caspases pelas vias bioquimicas
intracelulares extrinseca ou intrinseca
(mitocondrial). Nesta via, a menor

expressdo da proteina Bcl-x; e o aumento
de Bax determinam a translocagdo do
citocromo ¢ para o citoplasma e a ativacao
de uma cascata proteolitica, iniciada pela
caspase-9, uma proteina membro da familia
das cisteinas proteases (Keane et al., 2001).
Com isso, a apoptose intensifica a perda
celular, sendo detectada em picos na
primeira semana apds a lesdo medular e,
acometendo, neste periodo, principalmente
os oligodendrocitos (Li et al., 1996; Lu et
al., 2000). O suporte trofico inadequado
apos o TME destaca-se como um dos
principais fatores que contribuem para a
apoptose destas células (Barres et al.,
1993), incluindo o declinio nas
concentracdes do  fator  neurotrofico
derivado do encéfalo (BDNF) e da
neurotrofina 3 (NT-3) (Hajebrahimi et al.,
2008). Deste modo, os eventos secundarios
contribuem para a incapacidade
regenerativa da medula espinal e para a
manifestagdo de  déficits  funcionais
permanentes, como a perda variavel das
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fungOes sensorial, motora e autondmica
(Raineteau e Schwab, 2001).

Com intuito de promover a criacdo de um
ambiente favoravel a reparagdo tecidual,
com a reposicdo de células no local da
lesdo, tém sido avaliadas as terapias
celulares no tratamento do TME (Thuret et
al., 2006). Dentre as células utilizadas,
estdo as células tronco adultas (Hofstetter et
al., 2002; Ankeny et al., 2004; Ohta et al.;
2004), além das células tronco embrionarias
(Brtistle et al., 1999, Hofstetter et al., 2005;
Karimi-Abdolrezace et al.,,  2006),
fibroblastos (Tuszynski et al., 1994; Tobias
et al., 2003), células da bainha olfatoria (Lu
et al., 20006) e células de Schwann (Dunning
et al., 2006; Pearse et al.; 2007). Em relacao
as células tronco adultas, existem as
mesenquimais (CTM) presentes na medula
Ossea, que sdo interessantes pela facilidade
de obtencdo e de expansdo (Fischer, 2000).
Além disso, as CTM promoveram a
preservacdo de mielina presente na
substancia cinzenta (Ankeny et al., 2004), o
crescimento axonal orientado (Himes et al.,
2006) e a recuperagdo comportamental,
sendo este efeito atribuido a menor
expressdo de caspase-3, outra proteina
também associada a apoptose (Dasari et al.,
2007). Devido a estas caracteristicas, as
CTM ja foram empregadas no TME, no
entanto os mecanismos pelos quais exercem
seus efeitos ndo estdo completamente
estabelecidos, sendo ainda mais incipientes
os estudos sobre a acdo destas células nas
diferentes vias de apoptose e na preservagao
de constituintes celulares, como a
sinaptofisina. Neste contexto, postulou-se
que as CTM administradas tardiamente em
ratos com TME pudessem interferir na via
mitocondrial da apoptose e/ou pudessem
promover maior expressdo dos fatores
BDNF e NT-3, criando com isso um
ambiente favoravel para a regeneragdo
neuronal.



2. OBJETIVOS

O presente estudo teve por objetivos avaliar
o efeito das CTM no tratamento de ratos
Lewis submetidos ao trauma
contusivo/compressivo  experimental da
medula espinal. Para tanto, foram definidos
como objetivos especificos:
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e avaliar a recuperacdo funcional
apos a injuria medular;

e avaliar a morfologia geral da
medula espinal no epicentro do trauma e
a viabilidade neuronal, além da
preservacdo da sinaptofisina e a
formagdo da cicatriz glial e,

e  avaliar a expressdo de neurotrofinas
e os efeitos na apoptose.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.  Processos inflamatorio e
degenerativo decorrentes do trauma
medular

O impacto traumatico a ME causa, no local
da lesdo, morte imediata de neuronios,
astrocitos, oligodendrocitos e de células
endoteliais (Hagg e Oudega, 2006). Em
seguida, sdo observados eventos
secundarios, incluindo a isquemia e o dano
tecidual progressivo, ambos diretamente
dependentes do tempo pos-trauma (Colter e
Rucker, 1988; Shores, 1992).

A isquemia observada ocorre por agdo
direta do trauma ao leito vascular e pelo
vasoespasmo, este subseqiiente a liberacao
de aminas simpatomiméticas (Tator e
Koyanagi, 1997; Taoka e Okajima, 1998).
Independentemente, a hipotensdo e a perda
da auto-regulagdo vascular s3o fatores
adicionais que alteram o fluxo sangiiineo
intramedular (Balantine, 1978; Wagner et
al., 1978; Kakulas, 1984). A hemorragia
restringe-se inicialmente a regides com
vascularizacdo intensa como na substincia
cinzenta e em estidgios mais tardios,
expande-se para a substdncia branca
periférica, bem como nas diregdes rostral e
caudal a lesdo (Hagg e Oudega, 2006). Em
fungdo da elevada taxa metabodlica
requerida, a substincia cinzenta, em menos
de uma hora do trauma grave, tende a
apresentar lesdes irreversiveis como a
formagdo de area necrotica hemorragica
(Kakulas, 1984). J4 a substancia branca
suporta periodo superior de hipoxemia sem,
contudo, manifestar danos irreparaveis
(Tator e Fehlings, 1991).

Comumente, a lesdo medular atinge
também a barreira hemato-encefalica que
ao se romper, determina ativagao de cascata
complementar e infiltragdo intensa de
neutrofilos no parénquima neuronal. Outro
evento importante ¢ o edema local que
ocorre em funcdo desse processo
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inflamatério e das alteragdes vasculares
(Schnell et al., 1999; Saville et al., 2004).

Além de neutrofilos ¢é  observado,
tardiamente, influxo de outras células
inflamatorias, incluindo linfécitos T e

macrofagos (Bareyre e Schwab, 2003). A
presenca de moléculas ndo pertencentes ao
SNC  desencadeia  resposta  celular
orquestrada para envolver o local da lesdo
medular (Silver e Miller, 2004).

Durante o periodo isquémico, sdo
produzidas espécies reativas de oxigénio,
cuja acao citotoxica exacerba
substancialmente =~ a  perda  tecidual
observada. Castro et al. (2004) propuseram
que o intenso infiltrado de neutréfilos nao
contribuiu  para a formacdo dessas
substancias. Contudo, segundo os autores,
outros tipos celulares pertencentes ao
sistema imune produziram estes € outros
radicais livres, resultando na formacdo de
peroxidos e na lesdo as membranas
celulares.

Outro mecanismo associado a isquemia e
que favorece a progressao da lesdo na ME ¢
o aporte inadequado de glicose e de
oxigénio ao tecido nervoso. A deplecdo
destes elementos pode levar a apoptose,
cuja regulagdo ocorre por uma cascata
proteolitica intracelular, mediada
primeiramente por membros da familia de
cisteinas proteases. Foram demonstradas
como vias de sinalizagdo para indugdo da
apoptose, a liberagdo intracitoplasmatica do
citocromo ¢ pela mitocondria e as ativagdes
das pro-caspases 9 e 3, dentre outras (Keane
etal., 2001).

Além disso, a gravidade da lesdo medular
esta correlacionada ao aumento da
concentracdo extracelular de aminoacidos
excitatorios, particularmente o glutamato
(Leonard e Rebecca, 2002; Beattie, 2004).
A estimulacdo excessiva de receptores
glutamatérgicos, como o N-metil-D-
aspartato, inicia  eventos  celulares,
induzindo também a morte de neurdnios,



proximo a area de lesdo (Gaviria et al.,
2000). A ativacdo de receptores pelo
glutamato aumenta o influxo neuronal de
calcio, que exerce papel crucial na
regulacdo intracelular de sddio e potassio e

na ativacdo de diversas enzimas
fundamentais ao metabolismo ¢ a
sobrevivéncia neuronal (Siesjo, 1988;

Arundine e Tymianski, 2003). Dentre as
enzimas, a fosfolipase A, ativada age nos
fosfolipideos das membranas celulares
liberando 4cido aracdénico, precursor de
potentes substancias vasoativas. Esse acido
graxo ¢ instrumento da peroxidagao lipidica
e da formagdo de radicais livres, além de
ser o gerador de tromboxano e leucotrienos,
0 que contribui para perpetuar a lesdo
inicial (Janssen e Hansebout, 1987; Hall,
1992).

A progressao da lesdo secundaria, segundo
Hagg ¢ Oudega (2006), persiste durante a
fase subaguda, podendo continuar por
meses a anos na fase cronica. Entre trés e
sete dias apdés o trauma contusivo, foi
observada resposta angiogénica na ME dos
animais (Loy et al.,, 2002). A barreira
hemato-encefalica permanece porosa ao
sangue ¢ a componentes séricos por 14 dias
pOs-trauma, sendo observado 0
recrutamento de células em areas de maior
lesdo da propria barreira e na periferia do
trauma, também conhecida como regido de
penumbra (Silver e Miller, 2004). As
células da microglia, precursores de
oligodendrocitos, células meningeais e
astrocitos isolam a 4area acometida,
formando uma densa cicatriz ou gliose
reativa e, com issO minimizam a extensao
da inflamacdo e da degeneracdo celular
(Yiu e He, 2006).

Os astrocitos reativos — apresentam-se
hipertrofiados, com aumento da expressdo
de proteinas estruturais ou de filamentos
intermediarios, incluindo a proteina acida
fibrilar glial (GFAP), a vimentina e a
nestina, cuja demonstragdo pode ser
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realizada com o emprego de métodos
imunoistoquimicos (Casella et al., 2004).

Paralelamente ao recrutamento das células
pertencentes a cicatriz, 0s  astrocitos
produzem elevada quantidade de moléculas
da matriz extracelular. Dentre estas,
destacam-se a semaforina (Pasterkamp et
al., 2001) efrina B2 (Bundesen et al., 2003),
tenascina (Apostolova et al., 2006) e os
proteoglicanos. Estes s@o constituidos por
carboidratos do tipo glicosaminoglicanos
ligados a uma proteina central, sendo
denominados de proteoglicanos sulfato de
condroitina, incluindo agrecan, brevican,
neurocan, versican ¢ fosfacan (Fitch e
Silver, 1997; Jones et al., 2003). Ao serem
depositados na regido central do trauma,
esses proteoglicanos apresentam gradiente
inibitorio, contribuindo para a faléncia na
regeneragdo axonal como demonstrado por
diferentes modelos experimentais (McGraw
et al., 2001; Yiu e He, 2006; Busch e Silver,
2007).

A formagdo dessa cicatriz glial pode ser
induzida pela interacdo entre citocinas
inflamatorias, incluindo interferon gama e
fator de crescimento fibroblastico 2, como
demonstrado por Yong et al. (1991). Neste
estudo, foi evidenciado que ocorreu
diminui¢do da atividade mitotica de
linfocitos T ativados mediante a prevencdo
da atividade do interferon gama, enquanto
que a adi¢do dessa citocina recombinante
induziu a proliferacdo de astrocitos. A
indugdo da gliose reativa também foi
atribuida a produgdo de substancias como
os fatores de crescimento tumorais (TGF)
B1 e 2, bem como de interleucinas 1 e 6
(Giulian e Lachman, 1985; Chiang et al.,
1994). Imediatamente ap6s o trauma, Silver
e Miller (2004) observaram aumento da
expressdo de TGFB1, enquanto que o
TGFB2 elevou-se lentamente proximo de
astrocitos, células endoteliais e macrofagos
presentes na cicatrizagdo. Interessante foi o
resultado de Asher et al. (2000) em que a
atenuagao experimental de ambos os fatores



tumorais determinou reducdo da cicatriz
glial, embora ndo tenha ocorrido
regeneragdo axonal extensa.

A presenca de astrocitos hipertrofiados ao
redor de extremidades axonais nao
regeneradas pode sugerir que a gliose
reativa seja responsavel pela incapacidade
desses prolongamentos neuronais em se
regenerarem (Silver e Miller, 2004). Apesar
disso, foi demonstrada a importancia da
astrogliose na protecdo do sistema nervoso
central pos-trauma (Faulkner et al., 2004).
Estes autores, ao utilizarem técnica de
infeccdo de astrocitos mamiferos por
herpesvirus simplex avidrio combinada com
o tratamento antiviral, produziram deplecao
dos astdcitos na regido periférica ao trauma.
Posteriormente a lesdo, foi observado
agravamento dos déficits motores e
progressao das alteragdes secundarias, com
morte de oligodendrdcitos e de neurdnios.
Assim os resultados sugeriram que o0s
astrocitos reativos atuaram na reparagdo da
barreira hemato-encefalica, prevenindo a
resposta inflamatoria prolongada e a
degeneracao celular.

A incapacidade de regeneragdo dos axonios
também pode ser atribuida a presenca de

moléculas presentes no SNC,
particularmente na substancia branca
(McConnell e Berry, 1982). Estes

componentes sdo proteinas presentes nas
membranas de oligodendrocitos, que
fisiologicamente produzem a bainha de
mielina. Posteriormente ao TME, ocorre
morte de oligodendrocitos ndo apenas no
local da lesdo, mas também em Aareas
distantes ao epicentro (Emery et al., 1998),
comprometendo gravemente o
funcionamento de axonios. A perda desse
tipo celular ocorre principalmente por
apoptose ¢ ¢ o resultado de um suporte
trofico inadequado (Barres et al., 1993) e
também por agdo da micrdglia ativada
(Emery et al., 1998; Li et al., 2005a).
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A desmielinizagao contribui
substancialmente para as conseqiiéncias
funcionais do trauma medular, uma vez que
ocorre a producdo de moléculas com acdo
inibitdria sobre o crescimento de neuritos.
Foram identificadas, inicialmente, trés
moléculas, incluindo Nogo, glicoproteina
associada a mielina e glicoproteina
oligodendrocito-mielina (Xie e Zheng,
2008). A inibicdo destas proteinas foi
demonstrada em ratos recém mnascidos
submetidos a irradiagdo — gama, para
deplecdo de oligodendroécitos e
consequentemente de milelina (Savio e
Schwab, 1990). A medula espinal desses
animais foi transeccionada duas semanas
ap6és o nascimento, sendo observado
crescimento de  fibras do  trato
corticoespinhal (TCE) apenas naqueles
submetidos a irradiagdo. Em outro estudo,
camundongos adultos foram imunizados
para produzirem anticorpos policlonais
contra os inibidores presentes na mielina.
Posteriormente, os  animais  foram
submetidos a hemissec¢do dorsal da medula
espinal na regido cervical e apresentaram
regeneragdo do TCE, quando comparados
com os do grupo controle ndo imunizados
(Huang et al., 1999).

3.2. Células tronco no tratamento do
trauma medular

O tratamento experimental do TME tem
sido realizado com células tronco, bem
como com células diferenciadas, incluindo
fibroblastos (Tuszynski et al., 1994),
células da bainha olfatoria (Lu et al., 2006)
e células de Schwann (Dunning et al., 2006;
Willerth e Sakiyama-Elbert, 2008).

As  células  tronco sdo  células
indiferenciadas  que  apresentam a
capacidade de se dividirem por periodos
prolongados, promovendo auto-renovagao.
Estas células também originam células
diferenciadas de acordo com suas
propriedades biologicas e com a sua
origem, sendo assim classificadas em



embrionarias ou adultas. De acordo com o
potencial de diferenciacdo, as células tronco
podem ser totipotentes, pluripotentes,
multipotentes e unipotentes (Zhang et al.,
2006).

3.2.1. Células tronco adultas

As células tronco adultas (CTA) estdao
presentes em uma ampla variedade de
orgdos ou tecidos, incluindo epidermal
(Watt, 1997), hepatico (Alison e Sarraf,
1998), gastrointestinal (Potten, 1998),
neuronal (Gage, 2000), cordao umbilical
(Sanberg et al., 2005) e medula oOssea
(Pittenger et al., 1999). A fungao fisiologica
destas células ainda € objeto de estudo,
contudo parecem ser responsaveis pela
manutencdo da integridade dos tecidos
(Zhang et al., 2006).

As CTA podem ser pluripotentes quando
sdo capazes de se diferenciarem em quase
todos tecidos, exceto placenta e anexos
embrionarios. As multipotentes geram
menor niumero de tipos celulares, enquanto
que as células tronco unipotentes
diferenciam-se em um Unico tecido (Zhang
et al., 2006). Entretanto, foi observada que
as células tronco tecido-especificas
diferenciam-se ndo apenas em cé¢lulas do
tecido de origem, mas também em outras
linhagens, com fenotipos celulares de
outros tecidos. Este evento foi definido
como plasticidade celular ou
transdiferencia¢do (Minguell et al., 2001).

Células tronco mesenquimais oriundas da
medula 6ssea

As CTM da medula o6ssea sdo células
progenitoras multipotentes, que apresentam
particular interesse devido a facilidade de
isolamento e a capacidade de expansdo in
vitro. Outra caracteristica atrativa destas
células, & que apds a obtengdo podem ser
transplantadas no proprio individuo doador
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sem riscos de rejeicido (Willerth e
Sakiyama-Elbert, 2008), constituindo assim
terapia interessante na regeneracdo de
tecidos e orgdos lesados (Barry e Murphy,
2004). Além das CTM, estd presente na
medula éssea a populagdo de células tronco
hematopoiéticas (Thuret et al., 2006).

A presenga de CTM ndo hematopoiéticas
foi primeiramente demonstrada  por
Friedenstein et al. (1976), que observaram
células aderentes fibroblastoides, com
multiplicagdo celular rapida. Estes autores
também verificaram que as CTM aderem
seletivamente em superficies plasticas,
enquanto que as hematopoiéticas sdo
removidas com as trocas sucessivas do
meio de cultura.

Como as CTM da medula o6ssea ndo
apresentam marcadores celulares
especificos, foi determinada a criagdo de
critérios minimos pelo Mesenchymal and
Tissue  Stem  Cell ~ Committee  of
International Society for Cellular Therapy,
a fim de promover o uso de terminologia
padronizada e com isso facilitar o
intercambio entre pesquisadores da &rea.
Inicialmente, foi sugerido que as células
aderentes ao plastico denominadas de
células tronco mesenquimais, fossem
nomeadas células estromais mesenquimais
multipotentes. A terminologia de CTM
deve ser empregada apenas para um
subgrupo das estromais que apresentarem
trés critérios minimos (Horwitz et al.,
2005), incluindo a aderéncia ao plastico, a
expressdo de moléculas de superficie, como
CD54, CD73, CD90 e CD105 pelas CTM
cultivadas. Paralelamente, ndo devem
expressar os CD11b ou CD14, CD34,
CD45, CD79a ou CD19, bem como devem
se diferenciar in vitro em osteoblastos,
condroblastos e adipocitos (Dominici et al.,
2006). Além da diferenciagdo nestas células
como constatado por Pittenger et al. (1999),
foi observado que CTM podem gerar
eventualmente mioblastos, incluindo fibras
musculares esqueléticas e cardiomiocitos



(Orlic et al., 2001). Outras células também
foram obtidas a partir das CTM, incluindo
hepatocitos (Petersen et al., 1999) e células
neuronais (Sanchez-Ramos et al., 2000).

Hofstetter et al. (2002) cultivaram CTM em
meio enriquecido para promover a
diferenciagdo neuronal. Com o emprego de
registros eletrofisioldgicos, verificaram que
estas células ndo apresentavam potenciais
de acdo relacionados a canais i0nicos
voltagem dependentes para sodio ou
potassio, caracteristica presente em células
neurais. Neste estudo, os autores também
transplantaram as CTM em ratos
submetidos a injuria medular contusiva. Foi
verificada maior sobrevida dessas células
nos animais tratados apos sete dias do
trauma, se comparados com aqueles que
receberam imediatamente ap6s o trauma.
No exame histologico cinco semanas pos-
lesdo, as CTM estavam associadas com
astrocitos imaturos distribuidos
longitudinalmente no epicentro da lesdo. De
acordo com os autores, a facilidade de
obtencao e expansdo das CTM justificam o
emprego destas células em protocolos de
reparacdo da ME traumatizada.

Em fungdo do potencial das CTM na
reparagdo da lesdo medular, foi realizado
transplante dessas células na ME de ratos
dois dias apods o trauma medular contusivo
(Ankeny et al., 2004). Com este tratamento,
foi observada melhora clinica aos 56 dias
de observagdo, que se caracterizou por
movimentos locomotores espontianeos dos
membros pélvicos. As CTM preencheram a
cavidade cistica no local da lesdo e foram
relacionadas com a preservagdo da mielina
na substincia branca, demonstrando seus
efeitos neuroprotetores. A matriz formada
pelas  células transplantadas também
favoreceu o maior crescimento axonal, o
que nao foi verificado nos individuos com
TME sem tratamento. Com isso, Ankeny et
al. (2004) sugeriram que outros estudos
com CTM fossem realizados.
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O transplante autélogo constitui segundo
Ohta et al. (2004) vantagem na utilizacao
clinica das CTM em pacientes com lesdo
medular. Nesse estudo, foi avaliado o efeito
das CTM infundidas no  liquido
cerebroespinhal de ratos com TME.
Pequena quantidade de células no epicentro
da lesdo foi constatada e apesar disto a
cavidade cistica era menor nos animais
tratados com CTM, se comparados ao
grupo controle. A recuperacdo da funcdo
motora foi também melhor naquele grupo.
Paralelamente, o liquido cerebroespinhal
dos animais foi colhido e adicionado ao
meio onde eram cultivadas neuroesferas,
sendo observada maior aderéncia destas a
placa de cultivo. Com base nos resultados,
Ohta et al. (2004) sugeriram que as CTM
podem exercer seus efeitos por meio da
produgdo de fatores troficos ou pelo contato
com o tecido medular, reduzindo o tamanho
da cavidade cistica e promovendo melhora
funcional da deambulagio.

Em outro estudo, a administragdo de CTM
no liquido cerebroespinhal foi avaliada em
ratos submetidos a lesdo traumatica da ME
(Bakshi et al., 2006). O periodo ideal de
realizacdo do transplante também foi
determinado, sendo administradas células
no 4°, 9°, 13°, 20° ou 27° dia p6s-lesdo. O
exame histologico das medulas espinhais
revelou que as CTM estavam presentes no
epicentro da lesdo e que promoveram
reducdo do tamanho da cavidade cistica. O
transplante realizado até 14 dias do trauma
medular apresentou melhor eficicia do que
as aplicacdes mais tardias. De acordo com
os autores, a técnica de administracdo das
CTM via pungdo lombar pode ser utilizada
em pacientes, facilitando o seu emprego em
estudos clinicos.

Paralelamente, Vaquero et al. (2006)
compararam o efeito das CTM
administradas por via sist€émica ou por via
intralesional, trés meses apds a lesdo
medular de ratos. Apds o tratamento, os
animais foram avaliados por mais um



periodo de seis meses, sendo verificada
recuperacdo  funcional superior nos
individuos tratados com CTM no local da
lesdo, em relagdo aos que receberam células
pela via intravenosa. Este resultado foi
associado a presenca das CTM na medula
espinal por um periodo prolongado, bem
como pela possibilidade de diferencia¢do
neuronal das células transplantadas no local
do trauma.

A eficiétncia de CTM  humanas
administradas por diferentes vias, incluindo
a intralesional, lombar e intravenosa em
ratos com TME também foi avaliada por
Paul et al. (2009). Esses autores verificaram
maior nimero de células no epicentro da
lesio medular, quando estas foram
administradas no proprio local, contudo
sugeriram a via lombar pela facilidade e
pela possibilidade de multiplas aplicagdes.

A evolugdo funcional apds diferentes
intensidades de lesdo medular em ratos
tratados com CTM de humanos foi
acompanhada por Himes et al. (2006). Os
autores verificaram que estas células
secretaram fatores neurotroficos e citocinas,
com potencial terap€utico na sobrevivéncia
celular e no crescimento axonal. Os ratos
com trauma moderado transplantados com
CT™M apresentaram recuperagdo
comportamental significativa, em relagdo
aos do grupo controle. Foi observada, pelo
exame imunoistoquimico, presenga de
numerosos axonios no epicentro da lesdo
dos animais tratados com CTM. Estas
foram localizadas duas semanas apds a
administra¢do, sendo reduzido o numero de
células na 11" semana. Os autores
concluiram que as CTM tém potencial na
reparacdo da ME lesionada, contudo a
utilizagdo dessa terapia celular deve ser
cuidadosamente acompanhada com base
também em testes comportamentais.

Os efeitos proporcionados pela terapia com

as CTM devem estar relacionados a
produgdo de substancias troficas benéficas
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para o sistema nervoso, como sugerido por
Chen et al. (2008). Em um modelo de

isquemia cerebral, CTM foram
transplantadas no cérebro de ratos
previamente  submetidos 4  oclusdo

transitoria da artéria cerebral. Os achados
revelaram implantagdo significativa das
CTM na area cerebral isquémica, com

reducdo da perda cortical. As células
transplantadas expressavam  proteinas
estruturais associadas aos astrocitos e

oligodendroécitos e os animais submetidos a
este tratamento apresentaram recuperagao
dos déficits comportamentais.

Os efeitos terapéuticos das CTM humanas,
bem como os mecanismos de a¢do foram
também avaliados em ratos com trauma
encefalico (Kim et al., 2009). O transplante
foi realizado 24 horas ap6s a lesdao, havendo
significativa  recuperacdo da  funcdo
neuroldgica no grupo tratado com CTM. A
analise dos hemisférios cerebrais
acometidos revelou, pelo teste de ELISA,
aumento na expressao do fator neurotréfico
NGF no 2° e 8° dia pos-trauma dos animais
tratados com CTM. Em relagao ao BDNF e
NT-3 houve aumento na expressdo
inclusive no grupo tratado com placebo,
provavelmente devido a lesdo encefélica.
Contudo, o aumento destes fatores foi
maior nos animais que receberam CTM.
Paralelamente, os autores mensuraram
proteinas  associadas a apoptose ¢
verificaram diminui¢do na produgdo destas
proteinas subseqiiente ao tratamento com
CTM. Kim et al. (2009) sugeriram que a
recuperagdo funcional pode ter ocorrido em
funcdo do tratamento com CTM na fase
aguda da injuria, cujo efeito foi aumentar a
expressdo das neurotrofinas, diminuindo a
apoptose neuronal.

3.3. Fatores neurotroficos

Os fatores neurotroficos ou neurotrofinas
sdo fatores de crescimento que controlam
geracdo, diferenciagdo e manutencdo de
diversas popula¢des neuronais presentes no



sistema nervoso central e periférico (Lewin
e Barde, 1996). Teng e Hempstead (2004)
mencionaram a atuagdo dessas substancias
no crescimento de dendritos ¢ de axonios
durante o desenvolvimento. Esses fatores
também regulam a sinaptogénese e a
liberagdo de neurotransmissores,
apresentando assim importante funcdo nas
diferentes formas de plasticidade do SNC
no individuo adulto (Chao, 2003; Carvalho
et al., 2008).

A primeira neurotrofina identificada foi o
fator de crescimento do nervo (NGF), sendo
posteriormente  descobertos o  fator
neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF)
e as neurotrofinas 3 (NT-3) e 4/5 (NT-4).
No SNC, o BDNF e o NT-3 sao
amplamente expressados em neurdnios,
enquanto que os demais fatores apresentam-
se em menor propor¢ao (Liebl et al., 2001).
Outras células, incluindo oligodendrécitos
(Byravan et al., 1994), astrdcitos (Schwartz
e Nishiyama, 1994) e microglia (Elkabes et
al., 1996) também podem produzir as
neurotrofinas, com ac¢do semelhante aquela
exercida em neuronios. No interior da
célula, sdo sintetizados os precursores dos
fatores neurotroficos, a partir da acdo de

convertases pro-hormonios. Apos
modificagdes translacionais, os fatores
neurotroficos tornam-se proteinas

homodiméricas maduras, sendo finalizadas
no meio extracelular pela plasmina ou pelas
metaloproteinases da matriz 3 ¢ 7 (Allen e
Dawbarn, 2006).

As respostas fisiologicas aos fatores
neurotroficos sdo mediadas pela ativagao de
duas classes distintas de receptores
transmembranas, a tirosina cinase (TrK) e o
pan neurotrofina p75™'". Tanto as pro-
neurotrofinas quanto as proteinas maduras
apresentam interagdes distintas com estes
receptores € consequentemente podem ser
observados efeitos biologicos diversos em
células neuronais e ndo neuronais (Teng e
Hempstead, 2004).
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A familia do receptor TrK é composta pelos
tipos A, B e C, sendo estes dois os mais
abundantes no SNC (Dawbarn e Allen,
2003). Os diferentes receptores TrK
apresentam 87% de homologia na cinase
intracelular, sendo o segmento extracelular
também semelhante e dividido em cinco
regides D1 a DS5. Os fatores neurotrdficos
ligam-se nessas regides com elevada
especificidade e com afinidade variavel,
promovendo a dimerizacdo do receptor
mediante sua ativagdo. A partir disso,
desencadeiam a trans-autofosforilacdo da
tirosina presente nessa molécula e a
ativagdo de  cascatas  sinalizadoras
intracelulares. Esse mecanismo ocorre a
partir da ligagdo de duas proteinas ao Trk
ativado, incluindo a homodloga Src ¢ a
adaptadora semelhante ao coldgeno (Shc).
Na sobrevivéncia neuronal ¢é verificada
ligagdo predominantemente de Shc ao
receptor. A fosforilagdo de Shc pelo Trk
também aumenta a atividade da proteina
ativada mitogénica-Ras e da cinase
reguladora da sinalizacdo extracelular,
ambas as proteinas interferem no ciclo
celular, no crescimento de neuritos e na
plasticidade sinaptica (Lonze e Ginty,
2002).

Em contraste com a especificidade dos
fatores aos TrK, ligam-se ao p75" '~ as
diferentes neurotrofinas, bem como seus
precursores. O p75"'} apresenta-se como
uma simples molécula transmembrana,
pertencente a familia de receptores do fator
de necrose tumoral (TNF). Semelhante a
outras moléculas dessa familia, a ligagdo ao
p75"™  pode  determinar  respostas
apoptoticas em células neuronais e nao
neuronais (Hempstead, 2002). Segundo
Majdan e Miller (1999), esse mecanismo de
morte celular programada ¢ importante
durante o desenvolvimento uma vez que
permite orientacdo adequada da inervagdo
nesse periodo. Paralelamente, foi proposto
por Roux e Barker (2002) que a agdo
priméria do p75™'® é aumentar a afinidade e
a especificidade das interagdes das



neurotrofinas aos receptores TrK, agindo
como co-receptor. Para tanto ¢ necessario
que ocorra a expressdo de ambos receptores
em uma mesma célula, acompanhada
também da producdo de neurotrofinas
maduras (Teng e Hempstead, 2004).

Nas lesoes traumaticas da ME, a morte
celular de oligodendrocitos ¢ mediada pela
ativagio do p75"™ (Beattie et al., 2002).
Liebl et al. (2001) verificaram que a
expressdo dos receptores TrK A, B e C foi
reduzida no 1° dia poés-trauma medular em
ratos, sendo preservada apenas no tecido
neuronal adjacente e em neurdnios
supraespinhais. A redugdo na expressao de
TrK pode contribuir, de acordo com estes
autores, com a excessiva perda de células
associada com a injuria contusiva da
medula espinal. Em um  estudo
desenvolvido por Hajebrahimi et al. (2008),
foi avaliada a expressdo génica desse
receptor, bem como dos TrK (A, Be C) e
das neurotrofinas em ratos submetidos a
TME. Ao longo do periodo experimental,
foi verificada regulacdo expressiva do
p75"™ em contraste com aquela verificada
para o receptor TrK B. A expressdo dos
outros receptores tirosina cinase nao foi
detectada a partir de 6 horas do trauma
medular. Em relacdo as neurotrofinas,
houve declinio nesse mesmo periodo
seguido por elevagdo em concentracdes
semelhantes ao controle. Segundo estes
autores, na auséncia dos receptores TrK, as
neurotrofinas tendem a se ligar ao p75"" " e
com isso podem gerar morte celular por
apoptose.

3.4. Avaliacio comportamental
Em estudos experimentais com lesdo
medular, o acompanhamento da evolucdo
neurologica apresenta especial interesse e
se baseia principalmente na observacdo da
deambulacdo (Scheff et al, 2002).
Comumente, os métodos de avaliagao
comportamental permitem comparar o
efeito de diferentes protocolos terapéuticos,
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a partir do registro dos déficits funcionais
poés-trauma, bem como possibilitam
associa-los a gravidade, localizagdo e
duracdo da lesdo (von Euler et al., 1996).

A observacdo da deambulacdo em animais
pode ser realizada em esteira, durante secdo
de natacdo ¢ em um campo aberto no solo,
sendo esta a mais utilizada. No campo
aberto, a fung@o locomotora, especialmente
dos membros toracicos (MTs) e dos
pélvicos (MPs), é observada, sendo com
isso possivel identificar a integridade dos
sistemas sensorial e motor, que servem
como substrato para a recuperacdo apos o
TME (Sedy et al., 2008).

A avaliacdo do desempenho do sistema
locomotor em campo aberto é simples e
facilmente reprodutivel, ndo exigindo
aparelhos especiais para a sua execugdo. A
observagdo de movimentos especificos dos
membros  foi  pardmetro para 0
desenvolvimento de escalas, como a
apresentada no teste de campo aberto de
Tarlov (Tarlov, 1954). Este método foi o
mais empregado no passado (Sedy et al.,
2008) e apresenta classificacdo em cinco
categorias, sendo  considerados  os
movimentos dos MPs e o apoio de peso
(Tarlov, 1954). Segundo Broton et al.
(1996) e Metz et al. (2000) a sensibilidade
do teste de Tarlov ¢é reduzida para animais
sem a capacidade de suportar o peso sobre
os MPs. Posteriormente, o teste foi
adaptado sendo, entdo, denominado de teste
em campo aberto de Tarlov modificado,
com escala 0 para paralisia completa e 6
para locomog¢do normal (Guizar-Sahagun et
al., 2004).

Modifica¢des adicionais a esse método
foram desenvolvidas, incluindo o escore de
avalia¢do motora de Bohlman (Bohlman et
al., 1981), o teste motor em campo aberto
(Behrmann et al., 1992) e o escore de
déficits motores empregado em um modelo
de TME por isquemia (Marsala e Yaksh,
1994). A reduzida sensibilidade destas



avaliagdes motivou a elaboragdo de outro
teste, 0 BBB, assim designado por ter sido
desenvolvido por Basso, Beatie ¢
Bresnahan. Essa escala foi originalmente
delineada para avaliar a recuperacdo
locomotora de ratos submetidos a trauma
contusivo leve ou moderado na ME toracica
(Basso et al., 1995). Posteriormente, foi
também avaliado em ratos gravemente
acometidos (Basso et al., 1996) e em outros
modelos de lesdo medular como naqueles
decorrentes de baldo compressivo e
hemissec¢dao (Metz et al., 2000; Sykova e
Jendelova, 2005; Sykova et al.,, 2006;
Urdzikova et al., 2006; Sedy et al., 2007a,
b). A escala BBB ¢ provavelmente a mais
empregada para avaliar o efeito de
diferentes terapias em ratos com TME
(Ohta et al.,, 2004; Mitsui et al., 2005;
Yoshihara et al., 2006; Sedy et al., 2008).

O treinamento prévio dos animais no
periodo pré-operatério nao € obrigatorio no
teste BBB, contudo a manipulagdo
cuidadosa com exposi¢do destes ao campo
aberto ¢ recomendada (Scheff et al., 2002).
Esse método apresenta dez categorias que
refletem as variacdes durante a recuperacdo
funcional e contém subdivisdes e atributos
especificos, que representam a ocorréncia, a
qualidade e a freqiiéncia dos movimentos
observados em campo aberto (Basso et al.,
1995). Apos realizacdo da lesdo medular, os
ratos sdao avaliados no dia seguinte ao
trauma e geralmente a cada sete dias, isto
durante quatro minutos (Hofstetter et al.,
2002; Scheff et al., 2002; Ankeny et al.,
2004; Parr et al., 2008). Segundo Mitsui et
al. (2005) a observagdo dos animais no
campo aberto durante dois minutos ¢
suficiente, apresentando 95% de
confiabilidade dos resultados.

A utilizagdo de camera de video ¢
recomendada  especialmente  para o
treinamento dos avaliadores e para a
comparacdo dos resultados nos diferentes
grupos experimentais (Mitsui et al., 2005).
Contudo, o teste BBB foi desenvolvido
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originalmente sem o emprego de filmagem.
A captacdao de imagens de partes do corpo
do animal e também a incapacidade de
avaliar os sons produzidos com a elevagao
dos dedos na locomocdo constituem
limitacdes da filmagem segundo os autores
da escala BBB (Sedy et al., 2008).

O teste BBB baseia-se na analise de
movimentos individuais dos MPs ¢ a
relacdo destes com os MTs, considerando
também o posicionamento da cauda e a
estabilidade do tronco. A classificagdo varia
entre 0 a 21, sendo o menor valor adotado
quando ndo ocorre atividade espontanea dos
MPs (Basso et al., 1995). De acordo com
Metz et al. (2000) os escores inferiores do
teste BBB baseciam-se em aspectos
grosseiros da locomogdo, enquanto que 0s
superiores consideram movimentos
discretos ndo associados a recuperacdo
motora propriamente dita. De qualquer
modo, esta caracteristica também ¢
verificada em outras escalas
comportamentais (Metz et al., 2000).

Nas fases precoce e intermedidria da
recuperagdo deambulatoria, os escores do
teste BBB consideram o  melhor
desempenho apresentado pelo animal,
mesmo que este comportamento ocorra
apenas uma ou duas vezes durante o
periodo observacional. Os escores de 0 a 7
caracterizam o periodo precoce de
recuperagao e sdo escolhidos de acordo com
0s movimentos das articulacdes
coxofemorais,  femorotibiopatelares e
tibiotarsicas. A auséncia de movimentos € a
presenca destes de forma discreta ou
extensa sdo atributos aplicados nesta fase.
A diferenciacdo entre discreto e extenso
baseia-se na amplitude do movimento
articular, correspondendo, respectivamente,
a amplitude menor e maior do que 50% da
mobilidade. Os angulos articulares sdo
avaliados a partir de estruturas oOsseas
adjacentes. Para a articulacdo coxofemoral
¢ considerada a tuberosidade isquiadica,
trocanter maior do fémur e condilo lateral



femoral. Movimentos extensos dessa
articulagdo ocorrem quando o cdndilo
femoral aproxima-se da prega de pele
abdominal. O angulo da articulagdo
femorotibiopatelar ¢ formado pelo trocanter
maior e condilo lateral do fémur e maléolo
lateral, que ao se projetar no sentido da
pelve caracteriza o movimento extenso. O
condilo lateral do fémur, o maléolo lateral e
as cabecas do metatarso definem o angulo
articular tibiotarsico, sendo considerados
movimentos extensos quando a pata
aproxima-se do membro formando adngulos
menores que 90° (Basso et al., 1995).

A fase intermediaria apresenta os escores de
8 a 13 que correspondem a presenca de
passadas, ao posicionamento das patas ¢ ao
movimento coordenado de MTs e MPs. A
transicdo entre os periodos precoce e
intermediario inclui movimentos repetitivos
de flexdo e extensdo das articulacdes
coxofemorais,  femorotibiopatelares e
tibiotarsicas, contudo o deslocamento
observado caracteriza-se ainda pelo arrastar
dos posteriores. O posicionamento plantar
da pata sem e com suporte de peso constitui
outro atributo da fase intermediaria, sendo
considerados como apoio a contragdo da
musculatura do MP, extensdo deste e/ou
elevagdo dos MPs (Basso et al., 1995).
Segundo Scheff et al. (2002), animais com
escore 6 ndo estdo duas vezes mais
acometidos do que aqueles com escore 12.
Outra caracteristica ressaltada por estes
autores ¢ a possibilidade de se verificar em
um periodo de duas semanas diferentes
niveis de recuperagdo na escala BBB.

A passada normal envolve o suporte de
peso com o posicionamento plantar da pata,
acompanhado pelo deslocamento cranial e
pelo reposicionamento plantar da pata. Os
ratos podem apresentar passadas com apoio
dorsal ou plantar, sendo esta caracteristica.
De acordo com a freqiiéncia observada da
passada plantar classifica-se como ausente,
ocasional (<50% do tempo), freqliente (51-
94% do tempo) e consistente (95-100% do
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tempo). Segundo os autores existe
dificuldade em se distinguir o deslocamento
plantar freqiiente do consistente, quando
algumas passadas dorsais sdo observadas
(Basso et al., 1995).

A coordenagdo entre os MTs ¢ MPs ¢
caracterizada de forma que para cada passo
do MT ocorre alternadamente um passo do
MP, sendo necessario observar trés ou
quatro passadas sequénciais. Os ratos
normais podem apresentar lapsos dessa
coordenagdo durante a locomogdo. Os
atributos da coordenacdo entre MTs e MPs
sdo a auséncia e as incidéncias ocasional,
freqiiente e consistente (Basso et al., 1995).
Segundo Koopmans et al. (2005) a
coordenagdo entre MTs-MPs ¢ dificil de ser
avaliada, mesmo quando dois observadores
experientes estdo envolvidos.

Na fase tardia de recuperagdo sdo
considerados  padroes comportamentais
predominantes que se manifestam ao longo
da avaliacdo e que refletem a continuidade
do processo de reabilitagdo. Dentre as
caracteristicas verificadas estdo a elevagao
dos dedos durante a passada, o
posicionamento da pata em relagdo ao
tronco ¢ o posicionamento da cauda, bem
como a estabilidade do tronco. Com base
nestes atributos sdo adotados os escores 14
a 21. Os ratos sdo geralmente testados em
uma superficie antiderrapante para que seja
observada a elevagdo dos dedos,
caracteristica presente em animais normais.
Apoés lesdo contusiva da ME, os ratos
tendem a arrastar os dedos sobre a
superficie. Segundo a freqiiéncia desta
alteracdo classifica-se a elevacdo dos dedos
como ausente, ocasional (>50% do tempo),
freqiiente (51-94% do tempo) e consistente
(95-100% do tempo) (Basso et al., 1995).

O posicionamento predominante da pata ¢
avaliado no contato inicial € no momento
da elevacdo da pata, principalmente quando
o animal se locomove. Em animais
normais, a pata encontra-se paralela ao



tronco nestes dois instantes de observacao,
enquanto € observada rotacdo medial ou
lateral da pata em animais com lesdo
contusiva da ME (Basso et al., 1995).

A instabilidade do tronco e o
posicionamento  anormal da  cauda
costumam persistir durante parte ou por
todo periodo de avaliagdo da recuperagdo.
O primeiro caracteriza-se como tendéncia
de deslocamento do peso lateralmente, o
que acarreta em uma deambula¢do com
bamboleio ou “gingado”. A instabilidade
parcial do tronco pode determinar o
deslocamento da cauda na dire¢do do solo.
Normalmente, os ratos elevam a cauda
durante a locomogao e ap6s trauma da ME,
estes tendem a posicionar a cauda sobre a
superficie a fim de dar suporte ou maior
estabilidade (Basso et al., 1995).

Existem limita¢Ges associadas a
subjetividade do método de avaliacio BBB,
que podem ser minimizadas pelo emprego
de dois avaliadores independentes e
treinados (Basso et al., 1996; Sykova e
Jendelova, 2005; Urdzikova et al., 2006).
Segundo Basso (2004), em condigdes
experimentais, os tratamentos podem
interferir em alguns aspectos avaliados da
locomogao, mas ndo em todos, podendo
assim promover beneficios durante a
elevacdio dos dedos, mas ndo na
coordenagdo entre MTs e MPs. A analise
assistida da  deambulagdo, também
denominada de CatWalk®, foi proposta por
Hamers et al. (2001). Neste método, o
animal ¢ primeiramente treinado para se
locomover em um tubo de vidro, com 100 a
120 cm de comprimento. Durante a
deambulacdo, o contato da pata com a
superficie gera uma informag¢do que ¢
captura por sistema de video e armazenada
em computador, para processamento em
software. A andlise baseia-se na sequéncia
de passadas, na coordenacdo entre
membros, na area de contato da pata com a
superficie e na distancia entre duas

34

passadas, bem como na duragdo do balango
e nas fases de apoio.

No entanto, varias modificagdes com
melhorias foram propostas posteriormente a
publicacdo do teste BBB, dentre estas o
desenvolvimento de sub-escores (von Euler
et al, 1997, Popovich et al., 1999;
Lankhorst et al., 1999, Metz et al., 2000;
Lankhorst et al., 2001). Com o
desenvolvimento deste sub-escore ocorreu
aumento da sensibilidade do teste BBB,
visto que cada atributo comportamental foi
classificado de forma independente, sendo a
seguir, adicionado em conjunto a um escore
simples (Lankhorst et al., 1999; Popovich et
al.,, 1999; Lankhorst et al., 2001; Van
Meeteren et al., 2003; Basso, 2004; Silva et
al., 2008).

O escore do desempenho motor foi
desenvolvido por von Euler et al. (1996)
para ser empregado em modelo fotoquimico
de TME. Posteriormente, este método foi
adaptado por Silva et al. (2008), sendo
utilizado em ratos submetidos a lesdo
medular contusiva. Com as modificacdes,
foram avaliadas a capacidade motora,
posicionamento proprioceptivo,
posicionamento tatil, permanéncia no plano
inclinado e a sensibilidade dolorosa.

A observagdo da capacidade motora ¢
realizada colocando-se o animal em um
campo aberto. A atividade espontdnea do
individuo pode variar entre ausente (escore
0), com déficit variados (escores 1, 2, 3,4 ¢
5) ou normal (escore 6). Aquele com déficit
minimo ou com deambulagdo normal ¢
posicionado sobre as barras de madeira,
com larguras variando de 7,7 a 1,7cm. Ao
se locomover na mais larga, de 7,7cm, com
0s quatro membros apoiados sobre a
superficie, o animal é colocado em uma
barra lcm mais estreita, até a de 1,7cm.
Neste caso, os escores correspondentes a
locomocgao nas barras sd0 6,7, 8,9, 10, 11 e
12, respectivamente para as barras de 7,7,
6,7, 5,7, 4,7, 3,7, 2,7 ¢ 1,7cm (Silva et al.,



2008). Segundo os autores, para registro &
considerada a menor barra em que o animal
consegue deambular apoiando os quatro
membros. Torres (2008), ao utilizar esta
escala de avaliacdo da capacidade motora,
verificou déficit acentuado nos animais com
TME (escore 3), independentemente do
tratamento.

Os testes de posicionamentos
proprioceptivo (PP) e tatil (PT) baseiam-se
na integridade dos sistemas mnervoso
sensorial e motor. Os impulsos sensoriais
proprioceptivos sdo transportados até o
cortex cerebral pelo fasciculo gracil
localizado nos funiculos dorsais da ME,
enquanto que a resposta motora depende de
tratos localizados nos funiculos
ventrolaterais (Metz et al.,, 2000). A
avaliagdo do PT foi proposto por Kunkel-
Badgen et al. (1993). Neste teste, o animal é
suspenso, mantendo-se livres os MPs, ¢ as
superficies dorsal e lateral da pata sdo
encostadas a borda de uma mesa ou de um
papel, sem que ocorra  qualquer
deslocamento articular. O teste de PP ¢
realizado de forma similar, contudo ocorre
intenso envolvimento articular, quando a
pata fica anormalmente posicionada
(Kunkel-Badgen et al., 1993). A velocidade
e acuracia no reposicionamento da pata sdo
avaliadas, registrando-se os escores 0, 1 e 2,
respectivamente para a auséncia de
resposta, resposta anormal e normal (von
Euler et al., 1997). De acordo com Metz et
al. (2000), as observacdes provenientes de
ratos normais ¢ com TME podem ser
variaveis, ndo sendo recomendavel realizar
esses posicionamentos isoladamente. A
rapida atrofia da musculatura apos lesdo
medular também pode interferir nos
achados dos exames de posicionamento.
Silva et al. (2008) propuseram avaliar o PP,
posicionando a superficie dorsal da pata em
contato com o solo. Assim, ndo € necessario
suspender o animal pelo tronco ¢ as
respostas observadas sd3o as mesmas
segundo estes autores.
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A capacidade do animal em se manter sobre
uma plataforma posicionada em diferentes
angulos, teste do plano inclinado, também
faz parte do método de avaliagdo adaptado
por Silva et al. (2008). Este teste foi
primeiramente proposto por Rivlin e Tator
(1977), sendo o desempenho dos ratos

dependente da integridade do trato
rubroespinhal e de outras vias ndo
piramidais, preservados apdés TME

(Fehlings e Tator, 1995). De acordo com
Rivlin e Tator (1977), alteracdes discretas
ndo verificadas durante a observacdo do
animal em campo aberto podem se tornar
evidentes no teste do plano inclinado. Nessa
avaliagdo, o angulo de inclinacdo da
plataforma ¢ gradualmente aumentado para
uma posi¢do mais vertical, sendo registrado
o maior angulo no qual o animal permanece
em posicdo estavel por cinco segundos.
Durante a observacdo, o animal é colocado
sobre a plataforma em diferentes posigdes,
com a cabeca voltada para cima, para baixo,
para direita e para esquerda (von Euler et
al., 1996). Pearse et al. (2005) propdem que
a avaliagdo seja realizada apenas com o rato
posicionado em duas direcdes verticais e
nesta circunstancia o teste ¢ denominado de
bidirecional. O angulo observado em cada
exame ¢ comparado aquele anterior ao
TME, assim animais que permanecem em
um angulo 30° menor do que antes recebem
o escore 1; os com 20° escore 2; os com 10°
escore 3 ¢ 0s com 0 mesmo angulo escore 4
(Silva et al., 2008).

Em estudo com ratos submetidos ao modelo
fotoquimico de lesdo medular, von Euler et
al. (1996) verificaram permanéncia dos
animais em menores angulos imediatamente
ap6s o trauma. Nas duas semanas seguintes
de avaliagdo, estes ratos apresentaram
melhora e na sexta semana era minima a
diferenga em relacdo ao periodo pré-lesdo e
também em relagdo aos animais sem
trauma. Em estudos com TME do tipo
contusivo, ndo houve, ao longo do periodo
experimental, diferenca na resposta dos



animais com TME avaliados no plano
inclinado (Silva et al., 2008; Torres, 2008).

A avaliagdo da sensibilidade dolorosa ¢ o
teste de prognostico mais importante do
exame neurologico e constitui um indicador
confiavel da integridade da ME. Em lesdes
graves ¢ bilaterais desta estrutura ocorre
interrupcdo  da  condugdo  sensorial
nociceptiva profunda a centros superiores
presentes no sistema nervoso central. Os
tratos espinotalamico, espinocervical e
espinorreticular sdo responsaveis por
conduzir esse tipo de informacdo sensorial.
Varios sdao os métodos para avaliagdo da
sensibilidade dolorosa, incluindo o teste de
retirada da placa aquecida (Gale et al.,
1985; Hargreaves et al., 1988; Merkler et
al., 2001), testes do spray gelado (Yu et al.,
1998; Vaquero et al., 2006) e teste de
compressdo da pata (Giglio et al., 2006). No
método adaptado por Silva et al. (2008), a
sensibilidade dolorosa ¢ avaliada
estimulando-se a prega interdigital dos
MPs, com pinga hemostatica de Halsted.
Em resposta, o animal pode apresentar
como comportamentos tentativa de morder
e vocalizagdo, além da retirada do membro
estimulado. Neste exame, os escores variam
entre 0, 1 e 2, respectivamente, quando a
resposta estd ausente, diminuida e normal.
Torres (2008) observou que apoés 24 horas
da realizagdo do trauma medular, os ratos
apresentaram auséncia da sensibilidade
dolorosa, havendo recuperagdo desta
informacdo sensorial na primeira semana
pos-lesao.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente projeto de pesquisa foi
desenvolvido no Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterindrias da Escola de
Veterinaria (EV) e no Departamento de
Bioquimica e Imunologia do Instituto de
Ciéncias  Bioldgicas (ICB), ambos
localizados na Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). Realizou-se este

estudo de acordo com os principios
adotados pelo Comité de Etica e
Experimentagdo Animal (CETEA) da

UFMG, que emitiu o protocolo de n°33/7.

4.1. Isolamento e cultivo de células
tronco mesenquimais da medula
ossea

As CTM da medula 6ssea foram obtidas
segundo Azizi et al. (1998), sendo
utilizados cinco ratos machos Lewis
transgénicos para produgdo da proteina
fluorescente verde (eGFP) (LEW-Tg EGFP
F455/Rrrc, Rat Resource and Research
Center, University of Missouri, USA).
Imediatamente apos a eutandsia dos animais
com sobredose de isoflurano, os fémures e
tibias foram dissecados sob técnica
asséptica. Apds remocdo das epifises
oOsseas, o canal medular foi irrigado com
DMEM', suplementado com 10% de soro
fetal bovino® e antibioticos/antimicotico’
(100U/mL de penicilina, 100pug/mL de
estreptomicina e 250ng/mL de
anfotericina). O contetdo proveniente da
medula dssea foi centrifugado por 10
minutos a 1400g. Apdés o descarte do
sobrenadante, o pellet contendo células foi
re-suspendido e cultivado no mesmo meio
em garrafas T75%cm’, mantidas em estufa a
37°C e 5% de CO,. O meio de cultivo das
garrafas foi trocado apos 24h da colheita

! Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco, Grand Island,
NY, USA.

% Soro fetal bovino estéril, LGC Biotecnologia Ltda, Cotia,
SP, Brasil.

3 Antibiotic/antimicotic, Gibco, Grand Island, NY, USA.

4 TPP culture flask 75cm? (cat 90076), TPP (Techno Plastic
Products), Trasadingen, Switzerland.
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para remogdo das células ndo aderidas e a
cada trés dias. Assim que as CTM
apresentaram confluéncia de 80 a 90%,
estas foram re-suspendidas com tripsina’,
sendo este procedimento realizado por no
maximo oito vezes.

4.2. Caracterizacio fenotipica das
células tronco mesenquimais por
citometria de fluxo

Na oitava passagem, as CTM foram
tripsinizadas, contadas em camara de
Neubauer e distribuidas em placa de 96
pogos® (fundo redondo) com concentragio
de 1x10° células/pogo, sendo trés pogos
para o controle sem marcagdo, trés pogos
apenas para o anticorpo secundario e dois
pogos para cada anticorpo primario
conjugado com o secundario. A placa foi
centrifugada por 10 minutos a 14009 e
10°C, sendo removido o sobrenadante em
seguida. Em cada poco, foram adicionados
50uL do anticorpo primario (1:30) diluido
em PBS 0,15M (NaCl 136,9mM; KCl
2,7mM; NaH,PO, 9,6mM; KH,PO,
1,5mM), incluindo anti-CD45’, anti-CD54°
e anti-CD90°. A placa foi incubada por 30
minutos a 4°C, sendo em seguida,
centrifugada por 10 minutos a 14009 e
10°C. Apo6s o descarte do sobrenadante,
foram adicionados em cada pogo 150uLl de
PBS 0,15M para lavagem das células. A
placa foi entdo centrifugada por 10 minutos
a 14009 e 10°C.

Apo6s descarte do sobrenadante, foram
adicionados em cada pogo 5S0uL do
anticorpo secundario'® diluido 1:25 em PBS
0,15M. A placa foi envolta em papel de

* Trypsin 0,05%EDTA, Gibco, Grand Island, NY, USA.

8 TPP Tissue culture test plate 96well/round (cat 92097),
TPP (Techno Plastic Products), Trasadingen, Switzerland.

7 CD45 (cat 610266), BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ,
USA.

8 CD54 (cat 554967), BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ,
USA.

? CD90 (cat 554895), BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ,
USA.

' Fluorescein-labeled Affinity Purified Antibody, (cat 02-
18-06), KPL, Gaithersburg, MD, USA.



aluminio e mantida por 30 minutos a 4°C.
Posteriormente, foi centrifugada por 10
minutos a 1400g e 10°C, sendo descartado o
sobrenadante. Em cada pogo, foram
adicionados 150uL de PBS 0,15M para
lavagem das células, sendo a placa
centrifugada por 10 minutos a 14009 e
10°C.

Posteriormente a retirada do sobrenadante,
as células foram re-suspendidas em 100uL
de PBS 0,15M ¢ 100uL de formaldeido a
4%, para leitura e analise no citometro de
fluxo FACScan''. Neste foi utilizado o
software Cell Quest', com aquisi¢io de
20.000 eventos, tendo como pardmetros
Forward scatter e Side scatter em escala
linear ¢ FL1 (fluorescéncia relativa) em
escala logaritmica. Foi detectada luz de
comprimento de onda de 530nm,
correspondente a fluorescéncia verde, para
analises  pelo  programa  WinMDI
apresentados em graficos de histogramas
(Ishii et al., 2005; Tropel et al., 2005).

4.3. Animais

Foram utilizados 61 machos adultos da
espécie Rattus norvegicus, variedade Lewis,
com 24 semanas de idade e com peso médio
de 350g. Os animais foram mantidos no
Centro de Experimenta¢do de Pequenos
Animais da EV/UFMG por quatro meses,
sendo acondicionados em caixas plasticas
mantidas em ambiente com temperatura
controlada e com ciclos de claro-escuro de
12 horas. No periodo experimental
receberam ragdo comercial para roedores'
e agua ad libitum.

" FACScan (Fluorescence Activated Cell Analyser), Becton
Dicknson Immunocytometry, San Jose, CA, USA.

12 The Cell Quest™ Sftware, Becton Dickinson Dicknson
Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA.

13 Nuvilab CR-1, Nuvital Nutrientes, Colombo, PR, Brasil
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4.4. Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos
experimentais:
e Controle negativo (CN): os
animais foram submetidos a

exposicdlo da ME por meio de
laminectomia em T12. Apds duas
semanas, foram submetidos a
exposicdlo da ME pelo acesso
anteriormente realizado.

o Inoculados com veiculo (PLA): os
animais foram submetidos a
laminectomia no segmento toracico
T12, seguido de trauma
contusivo/compressivo da  ME.
Apoés duas semanas, receberam no
epicentro da lesdo uma injecdao de
2uL de PBS estéril (intramedular).

e Inoculados com CTM (GCT): os
animais foram submetidos a
laminectomia no segmento toracico
T12, seguido de trauma
contusivo/compressivo  da  ME.
Ap0Os duas semanas, receberam no
epicentro da lesdo uma injegdo de
2ul. de PBS estéril a 0,1M, com
CTM (intramedular).



Distribuigdo dos animais

Grupos experimentais

RT - PCR real time

Avaliagdo  Avaliacéo (semanas apo6s inoculagdo™)
neuroldgica histologica 28 3 58
Controle negativo (CN, n=9) 9 5 - - 4
Inoculados com veiculo (PLA, 9 5 4 4 4
n=26)
Inoculados com CTM (GCT, n=26) 9 5 4 4 4

*Inoculacéo realizada no 14°dia apés a primeira cirurgia.

4.5. Protocolos anestésico e cirurgico

Imediatamente antes da cirurgia, os animais
receberam antibidtico profilatico com
cefalotina sodica'* (30mg/Kg) e medicagdo
pré-anestésica com cloridrato de tramadol'
(2mg/Kg), respectivamente, pelas vias
intravenosa ¢ intramuscular. A indugao ¢ a
manutencdo anestésicas foram realizadas
com isoflurano'® fornecido por meio de
mascara, empregando-se sistema aberto.

Apoés tricotomia e anti-sepsia da regido
dorsal do tronco, os ratos foram
posicionados no aparelho estereotaxico
desenvolvido na EV/UFMG (Fig. 1A), que
dispde de uma plataforma de polietileno,
além de modelos de hastes variados, sendo
possivel ajustar varios pesos lancados em
queda livre e em distancias variadas.

Posteriormente a colocacdo do animal em
dectibito ventral no aparelho, foram
realizadas, na linha média dorsal, as
incisoes cutdnea e de tecido subcutineo,
estendendo-se de T10 a L1. As insergdes
dos musculos epiaxiais foram incisadas e
estes afastados lateralmente. Realizou-se a
ostectomia do processo espinal de T12 e da
lamina dorsal da vértebra (laminectomia),
empregando-se drill pneumatico
neuroldgico'’ e microscopio cirargico'. A

4 Cefalotina Ariston, Ariston Indéstrias Quimicas e

Farmacéuticas Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil.

'S Tramadon®, Cristdlia Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda, Itapira, SP, Brasil.

16 Isoflorine®, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda, Itapira, SP, Brasil.

7 ECCOS ®, Aesculap Laboratérios B. Braun S.A, Sdo
Gongalo, RJ, Brasil.

'8 Opto DM Plus, Opto Eletrénica S.A., Sio Carlos, SP,
Brasil.
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broca do drill foi irrigada de forma
intermitente com solugdo fisiologica'® para
evitar o aquecimento do tecido Osseo.
Imediatamente apds exposicao da ME, foi
produzida a lesdo do tipo
contusiva/compressiva, utilizando-se o
modelo de haste associado a peso de 70g,
que permaneceu sobre a dura-mdter por
cinco minutos dos animais pertencentes aos
grupos PLA e GCT (Fig. 1B). Apds este
periodo, o aparato foi removido e o trauma
medular inspecionado. A seguir, irrigou-se
o sitio ciriirgico com solugdo fisioldgica,
sendo realizada aproximag¢@o dos musculos
seccionados ¢ reducdo de espaco morto,
com sutura padrdo simples continua com fio
polipropileno®  4-0.  Procedeu-se  a
dermorrafia com pontos simples separados
utilizando-se o mesmo fio.

' Cloreto Cloreto de sodio a 0,9% Solugdo eletrolitica
injetavel, Laboratorio Sanobiol Ltda, Pouso Alegre, MG,
Brasil.

20 Prolene®, Johnson & Johnson Produtos Profissionais
Ltda., Sao José dos Campos, SP, Brasil.



Figura 1. A) Fotografia do aparelho estereotaxico para ocasionar trauma medular, desenvolvido na
EV/UFMG. B) Procedimento cirurgico do trauma medular experimental em ratos Lewis, momento da
lesdo medular do tipo contusiva/compressiva, utilizando-se o modelo de haste associado a peso de 70g.

Imediatamente apos a cirurgia, os animais
foram mantidos em caixas aquecidas até
completa recuperacdo anestésica. Foram
administrados ~ como  antibidtico e
analgésico, respectivamente, cefalexina
sodica (30mg/Kg) e cloridrato de tramadol
(2mg/Kg), ambos por via oral a cada 12
horas, durante cinco dias consecutivos.
Realizou-se massagem abdominal nos
animais duas vezes ao dia até que estes
retornassem a apresentar o controle do

esvaziamento  vesical. As  alteragOes
relacionadas a funcdo wurindria foram
registradas. Os pontos de pele foram

removidos nove dias apds o procedimento
cirurgico.

4.6. Preparacao das CTM para o
transplante celular

Imediatamente antes da inocula¢do, que
ocorreu duas semanas apOs a primeira
intervengdo cirdrgica, removeu-se 0 meio
de cultivo presente nas garrafas T75cm’
contendo CTM e se realizou lavagem destas
por trés vezes com 10mL de PBS. Apoés a
remog¢do desta solugdo, as CTM foram re-
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suspendidas com 2mL de tripsina® que
permaneceu na garrafa por cinco minutos.
Em seguida, adicionaram-se 2mL de
DMEM?, suplementado com 10% de soro
fetal bovino™ e antibioticos/antimicotico™,
sendo este meio removido e centrifugado
por 10 minutos a 1400g. Apds o descarte do
sobrenadante, o pellet contendo células foi
re-suspendido com 2mL de DMEM e
homogeneizado. Deste meio, obtiveram-se
2uLl. que foram misturados a 49ul. de PBS
0,1M e 49uL de azul de tripan (diluido 2:3
em PBS 0,IM). Apdés homogeneizados,
foram colocados 10ul desta mistura na
camara de Neubauer ¢ as CTM viaveis e
inviaveis contadas, sendo com 1iSSO
determinado o volume a ser acrescentado as
CTM, para uma concentragdo final de 7,5 x
10* de células/pL.

2 Trypsin 0,05%EDTA, Gibco, Grand Island, NY, USA.

2 Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco, Grand
Island, NY, USA.

3 Soro fetal bovino estéril, LGC Biotecnologia Ltda, Cotia,
SP, Brasil.

* Antibiotic/antimicotic, Gibco, Grand Island, NY, USA.



4.7. Inoculacio de veiculo ou de
CTM

Apdés duas semanas da intervencao
cirurgica, os ratos foram submetidos a novo
procedimento cirirgico para exposi¢ao da
medula espinal, adotando-se o mesmo
protocolo anestésico e cirurgico descritos
no item anterior. Nos animais pertencentes
aos grupos inoculados com veiculo (PLA)
ou com CTM (GCT) foi administrada, no
epicentro da lesdo (intramedular), uma
injecdo a velocidade de 0,4uL/min, com
auxilio de uma microbomba de infusdo
conectada a uma seringa de Hamilton de
10uL> e agulha 30G*. Nos ratos do grupo
PLA foram administrados 2ul. de PBS
estéril  (0,1M) (NaCl 136,9mM; KCI
2,7mM; NaH,PO,; 9,6mM; KH,PO,
1,5mM) e nos do GCT, 2uL de PBS estéril
(0,IM) com 1,5 x 10° de CTM, em uma
concentragdo de 7,5 x 10" de células/pL

(Fig 2).

» Seringa 1701 RN-HP 10uL SYR, Hamilton Company,
Reno, NV, USA.

% Agulha Gengival (30G/0,3x21mm), Injecta Produtos
Odontolégicos, Diadema, SP, Brasil
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Figura 2. Fotografias do segundo procedimento cirtirgico (14° dia pds-trauma), momento em
que se inoculou o veiculo (PBS) ou as células tronco mesenquimais (CTM) na medula espinal
de ratos Lewis submetidos a trauma medular. A) Verificar a microbomba de infusdo conectada
a uma seringa de Hamilton de10uL. B) Observar a agulha 30G posicionada na medula espinal,

local da laminectomia e
4.8. Avaliacao neuroldgica

As avaliagdes neurologicas basearam-se no
teste BBB (Basso et al., 1995) (Tab. 1) e no
método de escala descritiva adaptado por
Silva et al. (2008) (Tab. 2).

Inicialmente, com o intuito de facilitar a
avaliacdo neurologica pos-traumatica, os
animais foram acostumados ao campo
aberto e ao manejo dos experimentadores,
incluindo o estimulo a movimentagao. Essa
habituagdo foi realizada quatro dias antes
do inicio das cirurgias e constou da
colocagdo dos ratos, dois a dois, em uma
area de 1m?2, durante cinco minutos. Em
seguida, os animais foram posicionados
sobre as barras de madeira para que
pudessem deambular sobre estas estruturas.
No momento em que o0s animais
demonstravam seguranca e interesse para
explorar o ambiente e se locomoviam sobre

do
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trauma

medular (seta branca).

as barras, passaram a ser testados
individualmente. Durante esse periodo de
habituacdo, os ratos permaneceram também
na plataforma do plano inclinado, por 10
segundos, em cada angulo de observagao.

As avaliagdes foram realizadas 24 horas
antes do primeiro procedimento cirurgico e,
no periodo pods-operatorio foram realizadas
24h ap6és a primeira e segunda intervengdes
cirirgicas, respectivamente no 1° e 15° dia,
bem como a cada quatro dias, durante 45
dias consecutivos (4°, 8°, 12°, 16°, 20°,
24°, 28°, 32°,36°, 40° ¢ 44°). Em cada dia
de avaliagdo, os animais foram filmados no
campo aberto durante 2 minutos e, ao final
do periodo experimental, dois avaliadores
assistiram aos filmes sem conhecer o
tratamento ao qual cada animal havia sido
submetido.



Tabela 1. Protocolo do teste BBB (Basso, Beatic ¢ Bresnahan) para avaliacdo do
desempenho locomotor, com os respectivos escores.

ESCORE DESEMPENHO LOCOMOTOR
0 Nao observado movimento do MP
1 Movimento discreto de uma ou de duas articula¢des, usualmente a coxofemoral

e/ou femorotibiopatelar

2 Movimento extensivo de uma articulagio ou movimento extensivo de uma
articulagdo e discreto de uma outra articulagao

3 Movimento extensivo de duas articulagdes

4 Movimentos discretos de todas trés articulagdes do MP

5 Movimentos discretos de duas articulagdes € movimentos extensivos da terceira

6 Movimentos extensivos de duas articulagdes ¢ movimentos discretos da terceira

7 Movimentos extensivos de todas as trés articulagoes

8 Passadas sem suporte de peso ou posicionamento plantar da pata sem suporte de
peso

9 Posicionamento plantar da pata com suporte de peso apenas na fase de apoio (i.e.
quando parado) ou passada dorsal com suporte de peso ocasional, freqiiente ou
consistente ¢ auséncia de passada plantar

10 Passo plantar com suporte de peso ocasional, auséncia de coordenagdo entre MA -
MP

11 Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente ¢ auséncia de
coordenacao entre MA-MP

12 Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e coordenagdo
ocasional entre MA-MP

13 Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e coordenagdo
frequente entre MA-MP

14 Passo plantar com suporte de peso consistente, coordenagdo consistente entre
MA-MP e a posi¢ao predominante da pata durante a locomogdo ¢ rotacionada
(interna ou externamente) quando do contado inicial com a superficie ou antes da
elevagdo no final da fase de apoio
Ou passada plantar frequente, coordenacdo consistente entre MA-MP e passada
dorsal ocasional

15 Passada plantar consistente e coordenag@o consistente entre MA-MP; elevagdo
dos dedos ausente ou ocasional durante o deslocamento do membro para frente;
posicionamento predominante da pata ¢ paralelo ao corpo durante o contato
inicial

16 Passada plantar consistente e coordenagdo consistente entre MA-MP durante a

deambulagio; frequente elevacao dos dedos durante o deslocamento do membro
para frente; posicionamento predominante da pata é paralelo ao corpo durante o
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contato inicial e rotacionada na elevagdo

Passada plantar consistente e coordenacdo consistente entre MA-MP durante a
deambulacdo; frequente elevacao dos dedos durante o deslocamento do membro
para frente; posicionamento predominante da pata ¢ paralelo ao corpo durante o

Passada plantar consistente e coordenacdo consistente entre MA-MP durante a
deambulacdo; eleva¢do dos dedos consistentemente durante o deslocamento do
membro para frente; posicionamento predominante da pata ¢ paralelo ao corpo

Passada plantar consistente e coordenagdo consistente entre MA-MP durante a
deambulagdo; e a elevagdo dos dedos ocorre consistentemente durante o
deslocamento do membro para frente; posicionamento predominante da pata ¢
paralelo ao corpo durante o contato inicial ¢ na elevacdo; e a cauda esta para

Passada plantar consistente e coordenagdo consistente entre MA-MP durante a
deambulacdo; elevacdo dos dedos consistente; posicionamento predominante da
pata ¢ paralelo ao corpo durante o contato inicial e na elevagdo; cauda

17

contato inicial ¢ na elevagdo
18

durante o contato inicial e rotacionada na elevagao
19

baixo, parte do tempo ou por todo tempo
20

consistentemente elevada e instabilidade do tronco
21

Passada plantar consistente e deambulacdo coordenada; elevagdo dos dedos
consistente; posicionamento predominante da pata é paralelo ao corpo durante o

toda fase de apoio; estabilidade do tronco e cauda consistentemente elevada

O exame neuroldgico adaptado por Silva et
al. (2008) consistiu na observagdo da
capacidade motora e dos posicionamentos
proprioceptivo e tatil, bem como da
permanéncia em estacdo no plano inclinado
e da avaliagdo da sensibilidade dolorosa
(Tab. 2).

A deambulacdo foi avaliada durante a
filmagem e baseou-se na observagdo da
atividade espontanea do animal no campo
aberto. Neste momento, também foi
avaliado o posicionamento proprioceptivo
da pata, sendo consideradas como critérios
a auséncia, a diminuigdo e a presenga de
propriocepgdo quando a pata do MP ficava
com a face plantar em contato com a
superficie do campo aberto. Posteriormente,
os animais foram colocados sobre as barras
de madeira, com espessuras
progressivamente mais estreitas. As barras
foram apoiadas em cavaletes a 60cm de
altura e tinham um metro de extensdo, com
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larguras variando entre 7,7 a 1,7cm e, com
diferenga de lcm entre elas. Foi
considerada, para registro de escore, a
menor barra em que o animal conseguiu se
locomover apoiando os quatro membros.

O teste do posicionamento tatil foi realizado
com o animal suspenso pelo tronco,
mantendo-se os MPs livres e, em seguida,
as superficies dorsais e laterais das patas
foram estimuladas encostando-as na borda
de uma mesa. Como respostas foi
observado o reposicionamento da pata,
sendo os escores 0, 1 e 2, para a auséncia de
resposta, resposta diminuida e normal,
respectivamente.

A avaliagdo do animal no plano inclinado
consistiu em coloca-lo em duas posigdes
verticais opostas sobre uma plataforma
emborrachada com 28x30cm. Durante a
execugdo do teste, a plataforma foi
posicionada em inclinagdes que variaram de



30° a 70°. Essa angulagdo foi gradualmente
aumentada para uma posi¢do mais vertical,
sendo registrada a maior inclinagdo na qual
o animal permaneceu em posi¢do estavel
por 5 segundos nas duas posicdes.

A sensibilidade dolorosa foi testada com o
emprego de estimulo manual das pregas

interdigitais lateral e medial dos MPs.
Foram consideradas como percepcao da dor
pelo animal as manifestacoes
comportamentais como a tentativa de
retirada do membro estimulado, juntamente
com a tentativa de morder e/ou a
vocaliza¢do do animal.

Tabela 2. Protocolo de avaliagdo neurologica com os respectivos escores para capacidade
motora, posicionamento proprioceptivo, posicionamento tatil, permanéncia em plano

inclinado e sensibilidade dolorosa.

ESCORE

AVALIACAO NEUROLOGICA

CAPACIDADE MOTORA
0 Auséncia de movimentos nos MPs, sem apoio de peso
1 Movimento sutil e desconexo dos MPs, sem apoio de peso
2 Movimento bem visivel nos MPs, sem apoio de peso
3 Apoio de peso nos MPs e deambulagido com déficit acentuado
4 Deambulagdo com déficit moderado
5 Deambulagdo com déficit discreto, sem se locomover na barra de 7,7cm
6 Deambulag¢ao normal ou com déficit discreto e se locomove na barra de 7,7cm
7 Locomogao na barra de 6,7cm
8 Locomogao na barra de 5,7cm
9 Locomogao na barra de 4,7cm
10 Locomogao na barra de 3,7cm
11 Locomogdo na barra de 2,7cm
12 Locomogdo na barra de 1,7cm
POSICIONAMENTO PROPRIOCEPTIVO
0 Ausente
1 Diminuida
2 Normal
POSICIONAMENTO TATIL
0 Ausente
1 Diminuida
2 Normal
PLANO INCLINADO
1 Permanece em um angulo 30° menor do que no periodo pré-cirargico
2 Permanece em um angulo 20° menor do que no periodo pré-cirargico
3 Permanece em um angulo 10° menor do que no periodo pré-cirargico
4 Permanece no mesmo angulo do que no periodo pré-cirargico
SENSIBILIDADE DOLOROSA
0 Ausente
1 Diminuida

2 Normal




4.9. Avaliagdo  microscopica da
medula espinal

Cinco animais dos grupos CN, PLA ¢ GCT
foram submetidos a eutanasia sob anestesia
geral com isoflurano®’ oferecido por meio
de mascara, na 5* semana poés-inoculacdo
(correspondente ao 49° dia apds a primeira
cirurgia). A seguir, foram necropsiados e as
ME dissecadas e fixadas em formol a 4%
tamponado com PB (0,1M; pH 74),
overnight a 4°C. Foi obtido um segmento
da ME com 1,0cm de comprimento, que
incluiu a regido cranial ao epicentro do
trauma, o epicentro e a regido caudal ao
epicentro. Posteriormente, este segmento
foi mantido oito horas a 4°C em solug¢édo de
sacarose™ a 10% dissolvida em PB (0,1M;
pH 7,4) e por mais oito horas em solugéo de
sacarose a 20% dissolvida no mesmo
tampao. Apods este periodo, o segmento foi
embebido em meio proprio para
congelacdo™ e acondicionado em criotubo.
Este foi congelado a -30°C mediante
imersdo em recipiente contendo n-
Hexano®, previamente resfriado em
nitrogénio liquido. Em seguida, o criotubo
foi estocado em freezer a -80°C para
posterior processamento.

Foram obtidos, em criostato, cortes seriados
transversais da ME com espessura de
16pm, incluindo a regido cranial ao
epicentro do trauma, o epicentro ¢ a regido
caudal ao epicentro. Em cada lamina
previamente silanisada’ foram colocados
oito seccdes sequénciais da ME, sendo ao
todo processadas 50 laminas/animal que
foram numeradas e estocadas a -20°C.

Isoflorine®, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda, Itapira, SP, Brasil.

BSucrose, Invitrogen, Life Technologies, CA, USA.

PJung Tissue Freezing Medium (cat.14020108926), Leica
Microsystems, Nussloch, Germany.

3%n-Hexane, Merck KGaA, Darmstadt, Germany.
31(3-Aminopropyl)triethoxysilane, ~Sigma-Aldrich,
Louis, MO, USA.

Saint
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A morfologia geral da ME foi avaliada, em
microscopio Optico, a partir da coloracdo
das seccOes histologicas pela técnica de
hematoxilina-eosina®* (H.E.) (Luna, 1968).

4.9.1. Avaliagdes imunoistoquimicas
a) Identificacao de neuronios

A identificagdo de neurdnios pelo anticorpo
NeuN foi realizada utilizando-se 12
laminas/animal, que incluiam as trés regides
estudas. As laminas foram hidratadas com
alcoois absolutos 1, 2 e 3, alcodis diluidos
90%, 80% e 70%, e a seguir com agua (5
minutos cada). Posteriormente, foi realizada
recuperagdo antigénica por aquecimento em
microondas, colocando-se as laminas em
solugdo tampdo citrato™ a 0,05% (10mM)
em agua deionizada (pH=5,9 a 6,1), por 10
minutos. A seguir, as laminas foram
mantidas na mesma solugdo em temperatura
ambiente por mais 20 minutos, sendo entdo
realizadas trés lavagens com PBS (NaCl
123,2mM; Na,HPO, 10,4mM; NaH,PO,
3,6mM) (5 minutos cada). O bloqueio das
peroxidases endogenas foi realizado com
solugdo de peroxido de hidrogénio® a 3%
em élcool metilico’’, em cAmara escura por
30 minutos e em temperatura ambiente.
Posteriormente, foram realizadas trés
lavagens com PBS (5 minutos cada) e os
epitopos inespecificos foram bloqueados
com protein block®® por 30 minutos também
em camara umida e escura. Em seguida, as
laminas foram incubadas com o anticorpo
primario monoclonal (Neu-N  1:500)*’
diluido em PBS, sendo mantidas overnight
a 4°C na camara Umida e escura. Apds este

H&E — Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA.

3Acido citrico, Labsynth Produtos para Laboratorios,
Diadema, SP, Brasil.

#Peroxido de hidrogénio, Labsynth Produtos
Laboratérios, Diadema, SP, Brasil.

3Alcool metilico, Labsynth Produtos para Laboratorios,
Diadema, SP, Brasil.

3%Protein Block(Serum Free), (cat X-0909), Dako North
America Inc, Carpinteria, CA, USA.

7 Anti — NeuN, (cat MAB377) Chemicon Internacional Inc.,
Temecula, CA, USA.

para



periodo, foram realizadas trés lavagens com
PBS (5 minutos cada), sendo entdo
incubadas com o anticorpo secundario®®,
por 45 minutos em temperatura ambiente,
na camara umida e escura. Realizaram-se
trés lavagens com PBS (5 minutos cada) e
em seguida, foi adicionado o complexo
estreptoavidina biotina peroxidase®®, sendo
mantida a incubagdo por 30 minutos na
camara Umida e escura em temperatura
ambiente. Posteriormente, as seccoes
histolégicas foram reveladas com 3-3°
diaminobenzidina peroxidase (DAB)* por
15 segundos, sendo lavadas em agua
corrente por 10 minutos. A contra-
coloragdo foi realizada com hematoxilina
de Harris, com posterior lavagem em agua
corrente por 10 minutos. Apos estas etapas,
procedeu-se a desidratacdo com alcodis
70%, 80%, 90% (3 minutos cada), alcoois
absolutos 1, 2 e 3 (10 minutos cada), e xilol
1 e 2 (15 minutos cada), seguida da
montagem das laminas com laminulas e
balsamo do Canada. A contagem dos
corpos neuronais marcados com anti-NeuN
foi realizada em microscopio Optico,
utilizando-se objetiva de 20x. Foram
observados, em cada lamina, nove campos
localizados na substancia cinzenta, e apos a
contagem dos corpos neuronais, os dados
foram expressos em médias e desvios-
padrao.

b) Identificaciao por
imunofluorescéncia da proteina
fluorescente verde (eGFP), da
proteina acida fibrilar glial
(GFAP) e da sinaptofisina

Para identificacdo da GFAP, foram
utilizadas duas laminas por animal,
incluindo as regides adjacentes cranial e
caudal ao epicentro do trauma. Foram

BLSAB™, Link for AP/HRP (cat k0690), Dako North
America Inc, Carpinteria, CA, USA.

¥LSAB™, Streptavidin/HRP (cat k0690), Dako North
America Inc, Carpinteria, CA, USA.

“Liquid DAB (cat k3468), Dako North America Inc,
Carpinteria, CA, USA DAB, DAKO, EUA.
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observados, em cada lamina, cinco campos
distribuidos nos funiculos dorsais, laterais e
ventrais da substancia branca. Em relagdo a
sinaptofisina e a eGFP, foi selecionada uma
lamina do epicentro da lesdo para cada
imunomarcacdo. O  anticorpo  anti-
sinaptofisina foi observado em quatro
campos distribuidos nos cornos dorsais e
ventrais da substincia cinzenta, enquanto
que o anti-eGFP foi avaliado nas
substancias branca e cinzenta.

As secgOes foram hidratadas com trés
alcoois absolutos e entdo com dois alcodis
diluidos a 95% e 80% (5 minutos cada),
sendo a seguir imersas em agua deionizada
por 15 minutos. Realizaram-se trés lavagens
com PBS (5 minutos cada) ¢ em seguida,
foi  realizada  permeabilizagdo  das
membranas celulares, por 10 minutos, com

solugdo de PBS a 0,15M (pH=7,2)
acrescido de  Triton X 0,1%"".
Posteriormente, foram realizadas trés

lavagens com PBS (5 minutos cada),
seguido do bloqueio das peroxidases
enddgenas com solugdo de peroxido de
hidrogénio® a 3% em alcool metilico®, em
camara escura por 30 minutos € em
temperatura ambiente. Apds este periodo,
foram realizadas duas lavagens com PBS (5
minutos cada), sendo as laminas incubadas,
por 1h, para bloqueio dos epitopos
inespecificos com solugdo de PBS a 0,15M
(pH=7,2) acrescido de 5% de soro de
ovelha inativado e 1% de albumina sérica
bovina. Realizou-se recuperagdo antigénica
por aquecimento em  banho-maria,
colocando-se as laminas em solugdo tampao
com citrato™ a 0,05% (10mM) (pH=5,9 a
6,1) por 20 minutos. A seguir, as laminas
foram mantidas na mesma solucdo em
temperatura ambiente por 20 minutos,
sendo entdo realizadas trés lavagens com

“Triton® X-100, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA.
“peroxido de hidrogénio, Labsynth Produtos para
Laboratdrios, Diadema, SP, Brasil.

“Alcool metilico, Labsynth Produtos para Laboratérios,
Diadema, SP, Brasil.

*Acido citrico, Labsynth Produtos para Laboratérios,
Diadema, SP, Brasil.



PBS (5 minutos cada). Posteriormente, as
seccdes foram incubadas, por 2h na cdmara
umida e escura em temperatura ambiente,
com os anticorpos primarios anti-GFAP*
(1:200) ou anti-sinaptofisina*® (1:200) ou
anti-eGFP*’ (1:1000), diluidos em solugéo
de PBS 0,15M acrescido de 1% de
albumina sérica bovina. Em seguida, foram
realizadas trés lavagens com PBS (5
minutos cada), sendo as secgdes incubadas
por 1h na camara umida e escura, com o
anticorpo secundario fluorescente
(1:1000)*, diluido em solugdio de PBS
0,15M acrescido de 1% de albumina sérica
bovina. Aos 30 minutos desta incubacao, as
laminas receberam DAPI na concentragao
de 1:1200, diluido em solugdao de PBS
0,15M. Posteriormente, realizaram-se trés
lavagens com PBS (5 minutos cada) e
montagem das laminas e laminulas com
meio aquoso ndo fluorescente™. Em cada
bateria foi incluido uma ldmina controle
negativo, em que o anticorpo primario foi
substituido por PBS e, na bateria de
identificacdo da eGFP foi incluida também
uma lamina controle positivo proveniente
de um animal transgénico para esta
proteina. As laminas permaneceram
protegidas da luz, até o momento da leitura
que ocorreu em um microscopio invertido
de fluorescéncia Zeiss Axiovert 200M
equipado com  sistema  ApoTome,
utilizando-se o filtro 555nm e a objetiva de
20x.

Os niveis de brilho e contraste foram
ajustados de forma padronizada, utilizando-
se o software ImageJ (versdo 1.33u,
National Institutes of Health, USA). Para
cada imagem, quantificou-se, de forma
sistematica e com o auxilio deste software,
a densidade integrada de pixels, sendo

4 Anti-GFAP, Invitrogen, Life Technologies, USA.
“Anti-Synaptophysin, Dako North ~ America Inc,
Carpinteria, CA, USA.

4T Anti-GFP, Invitrogen, Life Technologies, USA.

“®Alexa Fluor® 555 goat anti-rabbit IgG (H+L) (cat
A21428), Invitrogen, Life Technologies, CA, USA.
“Hydromount, (cat HS106), National Diagnostics, USA.
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entdo calculada a média aritmética e os
resultados foram apresentados em médias.

4.9.2. Identificacio de células em
apoptose pela técnica do
TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase —
TdT dUTP nick end labeling)

Para identificagdo das células em apoptose,
foi utilizada uma ldmina/animal da regido
do epicentro do trauma. A seccdo foi
hidratada com dois alcodis absolutos (5
minutos cada) e com trés alcooéis diluidos a
90%, 80 e 70% (3 minutos cada).
Realizaram-se duas lavagens com TBS
(NaCl 140mM e Tris base 20mM), (pH
7,6), 5 minutos cada e em seguida, foi
realizada permeabilizacdo das membranas
celulares, por 10 minutos, com solu¢do de
Triton X 0,5%, diluido agua destilada.
Posteriormente, foram realizadas duas
lavagens com TBS (5 minutos cada),
seguido da incubagdo das laminas com
Proteinase K 0,02% em Tris base
(10mM)*, em camara imida e escura por
20 minutos. Apos este periodo, foram
realizadas duas lavagens com TBS (5
minutos cada), seguido do bloqueio das
peroxidases endodgenas com solugdo de
peroxido de hidrogénio a 3% em 4lcool
metilico, por 30 minutos em cdmara umida
e escura. Realizaram-se duas lavagens com
TBS (5 minutos cada), sendo as laminas
entdo incubadas com TdT Equilibration
Buffer, em cdmara umida e escura por 20
minutos. A seguir, foram incubadas por 1 h
e 30 minutos com TdT Labeling Reaction
Mixture, em cdmara umida e escura e, em
temperatura de 37°. Foi realizada uma
lavagem com TBS e com Stop Solution (5
minutos cada), sendo entdo lavadas por
duas vezes com TBS (5 minutos cada). A
seguir, as laminas receberam Blocking
Buffer, por 10 minutos em camara umida e
escura. Nesta mesma condigdo, foram

Tris (Hidroximetil) Aminometano BUP, JT Baker,
Phillipsburg, NJ, USA.



incubadas por 30 minutos com 1X
Conjugate, sendo entdo lavadas por duas
vezes com TBS (5 minutos cada).
Posteriormente, as sec¢Oes histologicas
foram reveladas com 3-3* diaminobenzidina
(DAB) em perdoxido de hidrogénio, por 15
minutos, sendo entdo lavadas em agua
deionizada por 10 minutos. A contra-
coloragdo foi realizada com Methyl Green
por 4 minutos, sendo entdo mergulhadas
com delicadeza em dois alcodis absolutos
por 2 segundos cada. A seguir, foram
mergulhadas em xilol (5 minutos), sendo
realizada a montagem das laminas com
laminulas e balsamo do Canada. A
contagem dos corpos apoptoticos foi
realizada em  microscopio  Optico,
utilizando-se objetiva de 20x. Foram
observados, em cada lamina, quinze
campos distribuidos nas  substancias
cinzenta e branca.

4.10. RT-PCR em tempo real da
expressio dos fatores neurotroficos
BDNF, NT-3 e fatores associados a
apoptose Bcl-xl, Bax e caspase-9
a) Comparacio entre
grupos experimentais e
delineamento dos primers

Quatro animais de cada grupo foram
submetidos a eutanasia sob anestesia geral
com isoflurano’’, duas, trés e cinco semanas
apos a segunda cirurgia, momento da
inoculagdo do veiculo ou das CTM. Os
animais foram necropsiados ¢ um segmento
de 4mm da ME foi colhido (correspondente
ao epicentro da laminectomia e/ou do
trauma) e, imediatamente congelado a -
80°C, para posterior processamento. Na 2° e
3* semanas foram avaliados os grupos com
trauma e inoculados com veiculo (PLA) ou
com CTM (GCT). Na 5" semana, pos-
transplante, realizou-se a compara¢do dos
grupos com trauma, PLA e GCT, em
relacdo ao controle negativo (CN).

Isoflorine®, Cristdlia Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda, Itapira, SP, Brasil.
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Em relagdo aos genes de interesse, foram
escolhidos os primers do BDNF,
neurotrofina-3, Bcl-xl e Bax, caspase-9 e
beta-actina de acordo com as especificacdes
necessdrias para a realizacdo da RT-PCR
em tempo real (Tab. 3).



Tabela 3. Genes e sequéncia de nucleotideos dos iniciadores para RT-PCR em tempo real.

Gene

NUmero de acesso  Sequéncia do iniciador e tamanho do produto

Referéncia

BDNF

Neurotrofina 3

NM_012513.3

NM_031073.2

Bel-xl NM_001033670.1
Bax NM 017059.1
Caspase—9 NM 031632.1
Beta-actina NM 031144.2

Forward: 5“ CACAATGTTCCACCAGGTG 3
Reverse: 5“ TGGGCGCAGCCTTCAT 3*
Tamanho do produto: 89 pares de bases
Rodrigues Hell et al., 2009

Forward: 5 TGTGACAGTGAGAGCCTGTGG 3*
Reverse: 5“ TGTAACCTGGTGTCCCCGAA 3¢
Tamanho do produto: 69 pares de bases

Vaynman et al., 2006

Forward: 5 CCCCAGAAGAAACTGAACCA 3
Reverse: 5“ AGTTTACCCCATCCCGAAAG 3
Tamanho do produto: 300 pares de bases

Lietal., 2005b

Forward: 5“ CCAAGAAGCTGAGCGAGTGTCTC 3*
Reverse: 5“ AGTTGCCATCAGCAAACATGTCA 3
Tamanho do produto: 147 pares de bases

Nagel et al., 2010

Forward: 5* TGGAGGAGGCTGACCGGCAA 3
Reverse: 5“ CCACAGCTCCGCGACTTGCA 3
Tamanho do produto: 77 pares de bases

Forward: 5“ GCGTCCACCCGCGAGTACAA 3*
Reverse: 5"ACATGCCGGAGCCGTTGTCG 3¢

Tamanho do produto: 118 pares de bases

b) Isolamento do RNA

realizada
152

A extracio do RNA foi
adicionando-se 1mL do reagente TRIzo
em cada ME, que foi mantida resfriada até a
descongelagdo, sendo entdo realizada a
maceracdo da amostra, com auxilio de haste
de plastico estéril, livie de RNAses e
DNAses. O periodo de incubagdo com este
reagente foi de 5 minutos e a seguir foram
adicionados 200uL de cloroformio (por mL
de TRIzol), com vigorosa agitacdo por 15
segundos e outra incubagdo por mais 5
minutos, sob resfriamento. As amostras
foram centrifugadas a 11400g por 15
minutos a 4°C, para formagdo das trés

2Trizol, Invitrogen, Life Technologies, CA, USA.
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fases. A fase aquosa (transparente) foi entdo
transferida para novo tubo, onde foram
adicionados 500uL. de alcool isopropilico
para precipitagdo do RNA. As amostras
foram congeladas a -80° por 30 minutos e
apos este periodo foram descongeladas e
centrifugadas a 11400g por 15 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet de RNA foi hidratado com ImL de
etanol a 75% (por mL de TRIzol). As
amostras foram centrifugadas a 11400g por
5 minutos a 4°C e entdo o sobrenadante foi
descartado por cuidadosa inversdao dos
tubos. Estes ficaram secando em
temperatura ambiente com as respectivas
tampas abertas, por aproximadamente 5
minutos. A seguir para solubilizar o RNA,
adicionaram-se 20ul. de agua ultra-pura


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_031073.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001033670.1

DEPC™, sendo as amostras mantidas por 10
minutos a 55°C. Posteriormente, em outro
tubo adicionaram-se 98ul de agua ultra-
pura DEPC e 2uL. do RNA diluido (1:50),
sendo que aquelas amostras foram
congeladas para posterior confec¢do do
DNA complementar (cDNA). Realizou-se a
quantificacdo do RNA diluido em
espectrofotometro de luz UV, por meio da
avaliacdo das absorbancias a 260nm ¢ da
relacdo entre as absorbancias a 260/280nm.

¢) Sintese do cDNA

A confecgdo do cDNA foi realizada por
meio da reagdo da transcriptase reversa,
utilizando-se o Kit comercial®*. O ¢cDNA foi
sintetizado a partir de 1,0ug de RNA total,
sendo em cada amostra adicionados
reagentes deste Kit, incluindo 10uL de
2xRT, 2uL. de RT e agua (até completar
8uL com o RNA), em um volume final de
20pL. As amostras foram incubadas em
termociclador, sendo os ciclos de 25° por
10 minutos, 42° por 50 minutos ¢ 85° por 5
minutos. A seguir, adicionou-se 1puL de
RNAase H e entdo as amostras foram
incubadas a 37° por 20 minutos.
Posteriormente, as  amostras  foram
congeladas a -20°C, para realizagdo da
reagdo em cadeia da polimerase em tempo
real (PCR-real time).

d) Reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real

Para realizacdo da PCR em tempo real,
preparou-se para cada amostra uma mistura
contendo 12,5uL. de SYBR Green e 1,0uL
de Rox (diluido 1:10) presentes no kit
(cat.11735032), bem como 7,0uL de agua
ultra-pura, 1ul do primer foward e 1,0uL
do reverse do gene estudado (concentracdo
de Spmol/uL. da solucdo estoque a

3 3Ultra-pure® DEPC-treated water, Gibco, Invitrogen, CA,
USA.

*SuperScript® III Platinum® Two-Step qRT-PCR with
SYBR Green, Invitrogen (cat.11735032), CA, USA.
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100pmol/uL).  Posteriormente,  foram

também adicionados, a esta mistura, 2,5uL
do cDNA, perfazendo-se um volume final
de 25pL. Em todas reagdes, foi incluido
controle negativo, em que se substituiu o
cDNA por igual volume de agua ultra-pura.
A seguir, realizou-se a PCR em tempo real
com auxilio de  plataforma de
instrumentagdo ABI Prism 7900, adotando-
se 45 ciclos de 15 segundos a 95°C para
desnaturagdo, 1 minuto a 60°C para
anelamento e 1 minuto a 75°C para
extensdo, seguido de mais 10 minutos a 75°
para término da reacdo.

Os resultados foram apresentados pelo
Software 7500 v.2.0.1 Applied Biosystems,
em graficos de fluorescéncia em relacao ao
nimero de ciclos. O ciclo em que foi
detectada fluorescéncia acima do limite
basal  estabelecido  (threshold)  foi
denominado de ciclo de threshold (Ct),
assim quanto maior a expressio de um
gene, mais copias foram sintetizadas no
inicio do ciclo e menor foi o Ct.

A quantificacdo do gene de interesse foi
determinada em relagdo ao gene da beta-
actina, que se apresenta como normalizador
por estar presente nos tecidos de forma
constitutiva e ndo apresentar influéncia do
tratamento. Desta forma, para cada amostra
avaliada, o valor de Ct relativo ao mRNA
alvo foi normalizado em relagdo ao valor do
Ct da beta-actina, gerando o valor de delta
Ct. Posteriormente, esses valores foram
comparados ao delta Ct médio do grupo
controle negativo (CN), formando o delta
delta Ct que foi submetido ao método 24"
para analise relativa dos resultados da
transcrigdo (Livak and Schmittgen, 2001).
Estes calculos foram realizados para as
amostras das ME provenientes da 5°
semana poés-segunda cirurgia. Para as
amostras da 2° e 3* semanas, obtiveram-se
os valores de delta Ct e estes foram
submetidos a expressio (10"**)*1000,
sendo assim demonstrado o numero de



copias do gene avaliado em relagdo ao gene
normalizador.

4.11. Analise estatistica

Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado, com parcelas subdivididas no
tempo. Os dados referentes a expressdo de
BDNF (2 semana), NT-3 (2% e 3* semanas)
e Bax (5% semana) foram submetidos a
transformagdo de Vx+1, enquanto que os
dados do Bcelxl (2* semana) a
transformacdo de logl0. Estas e as demais
variaveis paramétricas foram submetidas a
analise de varidncia, com comparagdo de
médias pelo teste Tukey. Para analise dos
resultados da avaliagdo  neuroldgica
expressos em escores, utilizaram-se o0s
testes ndo paramétricos de Friedman para
comparacdo das medianas dentro do grupo
e de Mann-Whitney para comparacdo das
medianas entre os grupos experimentais. A
analise estatistica foi realizada com auxilio
do pacote estatistico GraphPad InStat,
sendo adotado como nivel de significancia
5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacio fenotipica das
células tronco mesenquimais da
medula éssea

As CTM da medula 6ssea de ratos Lewis,
transgénicos para producdo da eGFP, foram

cultivadas em meio proprio até a oitava
passagem, sendo mantidas indiferenciadas
nesse periodo. No momento em que estas
células  apresentavam-se  confluentes,
assumiam forma celular espiculada
semelhante a de fibroblastos (Fig. 3),
caracteristica morfologica também
observada por Friedenstein et al. (1976).

Figura 3. Fotomicrografia de células tronco mesenquimais indiferenciadas
da medula dssea de ratos, cultivadas em garrafa T75cm’ contendo DMEM e
10% de soro fetal bovino. Notar a caracteristica morfologica das células

(Barra = 50pum).

Com o cultivo, as CTM foram purificadas,
devido a seletiva aderéncia que
apresentavam na superficie plastica da
garrafa T75cm”. O grau de pureza dessas
células determinado pela marcacdo dos
CD45, CD54 e CD90 foi compativel com
os critérios estabelecidos pelo Mesenchymal
and Tissue Stem Cell Committee of
International Society for Cellular Therapy.
Como observado na Figura 4, apenas 2,45%
das CTM apresentaram-se marcadas para o
antigeno CD45, e em relagdo aos anticorpos
CD54 e CD90, houve imunomarcagdo de
82,27¢  87,89%, respectivamente. A
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caracterizacdo fenotipica das CTM da
medula dssea é necessaria, uma vez que ndo
estdo presentes marcadores celulares
especificos e nesse local também se
encontram fibroblastos (Ishii et al., 2005) e
células tronco hematopoiéticas (Thuret et
al., 2006). Dentre as moléculas
apresentadas por estes dois tipos celulares
ocorre a expressdo de CD45 (Pittenger et
al., 1999; Ishii et al., 2005), enquanto que
as expressoes de CD54 ¢ CD90 ocorrem
nas CTM (Dominici et al., 2006), resultado
semelhante ao do presente estudo.
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Figura 4. Histogramas da citometria de fluxo com o padrdo de expressdo das moléculas de superficie
presentes em células tronco mesenquimais da medula 6ssea de ratos. Estas células apresentaram
imunomarcacdo de 2,45% para o antigeno CD45, 82,27% para o CD54 e 87,89% para o CD90. (M1:
corresponde a imunomarcagio positiva das células acima de 10").

5.2. Procedimentos cirargicos

O modelo experimental de trauma medular,
utilizado no presente estudo, foi eficiente
em induzir a injuria no tecido nervoso. A
realizacdo de duas interven¢des em cada

animal mostrou-se viavel, sendo
fundamental o emprego de rigidos
principios de assepsia e de protocolo

anestésico seguro, bem como de cuidados
intensivos no periodo pos-operatorio.

Os animais pertencentes aos grupos com
trauma (PLA e GCT) apresentaram
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altera¢des no esvaziamento vesical e déficits
deambulatorios. A retengdo urinaria com
cistite hemorragica ocorreu em
aproximadamente 85% desses animais, nos
primeiros trés dias de observagdo poOs-
trauma. A incapacidade de esvaziamento
voluntario da bexiga ocorre, comumente,
como conseqiiéncia da lesdo medular na
regido toracolombar, com o consequente
comprometimento do neurdnio  motor
superior que torna o esfincter uretral
espastico. Os pacientes acometidos podem
apresentar  desconforto e  infecgdes
ascendentes do trato urinario, bem como



hidronefrose e insuficiéncia renal aguda
(Meyer et al., 2003; Leung et al., 2007). As
massagens abdominais foram essenciais
para amenizar a retencdo uriniria e suas
complicagdes, sugerindo-se, portanto, o
acompanhamento diario dos individuos e o
emprego de cuidados de enfermagem para
minimizar a perda de animais.

Na segunda intervengdo, foi possivel
identificar, em todos os animais, o local
exato da cirurgia que se apresentou como
uma depressdo de 5 mm de diametro na
coluna vertebral entre T11 e T13 (Fig. 2B).
A medula espinal estava recoberta por um

tecido cicatricial nao exuberante,
caracteristica também relatada por Kakulas
(1984). Comumente em estudos

relacionados a trauma medular ndo ¢
realizado segundo acesso cirurgico como o
do presente estudo, ou se realizado até nove
dias apds a primeira interven¢ao (Hofstetter
et al., 2002; Ankeny et al., 2004; Ohta et
al., 2004; Lu et al., 2007; Mitsui et al.,
2005; Parr et al., 2008; Paul et al., 2009),
periodo em que o tecido cicatricial
apresenta-se menos evidente. De qualquer
forma com base nos resultados ¢ possivel
inferir que se for necessario outro acesso
cirargico ao mesmo local, pode-se realiza-
lo em um periodo mais tardio e sem danos a
ME.

A escolha da administragdo de CTM pela
via intralesional baseou-se no estudo de
Vaquero et al. (2006), em que foi
comparado o efeito das CTM transplantadas
no local da injaria medular ou por via
sistémica em ratos com TME. Esses autores
verificaram maior numero de células no
epicentro da lesdo, quando estas foram
administradas no proprio local, sendo
também observada melhor recuperacdo
funcional. Os resultados indicaram que as
células transplantadas diretamente na ME
apresentaram maior sobrevida e com isso
promoveram beneficios na regeneracdo do
tecido nervoso, observacdo esta que
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determinou o emprego da via intralesional
no presente estudo.

5.3. Avaliacées comportamentais

Os métodos de avaliagdo comportamental
adotados foram de facil execucdo, sendo
que a associacdo do teste BBB e do método
de escala descritiva permitiu avaliar com
maior acurdcia a presenca de recuperagio
funcional apdés a lesdo medular. Essas
metodologias facilitaram a avaliagdo da
integridade dos sistemas sensorial e motor,
relacionados & deambulagdao, muito embora
tenha ocorrido sobreposi¢do dos resultados
observados.

O condicionamento prévio de quatro dias
antes da intervencdo cirargica foi
necessario para que OS ratos  se
acostumassem com a manipulagdo e assim
houvesse reducdo do estresse durante as
avaliagdes. No primeiro dia de habituagdo,
foi observado comportamento associado a
estresse e medo, incluindo tentativa de fuga
do campo aberto e defecagdo excessiva,
enquanto que nas barras os ratos ndo se
locomoviam, mesmo nas mais espessas
como nas de 7,7 e 6,7cm. O treinamento
com dois animais simultaneamente reduziu
a ansiedade e permitiu com isso que
explorassem  melhor o ambiente,
executando de forma adequada as tarefas
propostas. No quarto dia de habituagdo
(periodo pré-cirurgico ou dia 0) ja foi
possivel avalid-los individualmente, sendo
registrados  valores correspondentes a
normalidade em todos os animais.

Ap0s a realizagdo da cirurgia e durante todo
o periodo observacional, verificaram-se, em
ambas as metodologias, escores maximos
para os animais pertencentes ao grupo CN.
Estas observa¢Ges sdo importantes por
indicarem que a exposi¢do da medula
espinal por meio da laminectomia nao
causou lesdes ao tecido nervoso, isto
provavelmente devido a forma meticulosa
com que foi realizada (Tab. 4, 5, 6 ¢ 7). Em



estudos relacionados a trauma medular
também ndo sdo relatados déficits
neuroloégicos nos animais submetidos
apenas a exposi¢do da ME (Silva et al.,
2008; Torres, 2008).

Os animais pertencentes aos grupos PLA
(inoculados com veiculo) e GCT
(inoculados com CTM) apresentaram, no
primeiro  dia  pds-trauma, déficits
neuroldgicos caracterizados por auséncia de
movimentacdo a movimentacao discreta dos
MPs, classificados como 0 e 1, tanto no

teste BBB (Tab. 4) quanto no teste da
capacidade motora (Tab. 5). Foi observada
que a lesdo medular ndo determinou perda
da sensibilidade dolorosa superficial,
contudo os animais apresentaram auséncia
de resposta (escore 0) nos posicionamentos
proprioceptivo (Tab. 6) e tatil (Fig. 5).
Adicionalmente, quando os ratos foram
posicionados sobre o plano inclinado
permaneceram em um angulo 30° menor do
que antes da cirurgia (escore 1) (Tab. 7).

Tabela 4. Teste de Basso, Beatie ¢ Bresnahan com as medianas de ratos Lewis submetidos a
laminectomia (controle negativo - CN) ou ao trauma medular, incluindo os inoculados com
veiculo (PLA) ou inoculados com células tronco mesenquimais (GCT), avaliados durante 45

dias.
Dias de CN PLA GCT
avaliagdo (n=9) (n=9) (n=9)
0° 214 214 214
1° 214 150 0B
4e 214 2B® 1B
8° 214 2B® 5B
P 120 217 6,50 7B
15° 214 6,5 7,55
16° 214 6,5%° g>®
20° 2 lA,a 6 B,c 8A,b
24° 21A,a 6,5 B,c 8A,b
28° 2 lA,a 6,5 B.c 8A,b,c
370 2 lA,a 7A,c S,SA’b
360 21A,a 7,5A,c 9A,b
40° 214 7,5 8,5M
44° 214 7,5 8,5M

Medianas seguidas de mesma letra maiuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Friedman
(p>0,05). Medianas seguidas de mesma letra minuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Mann-Whitney (p>0,05). (Dias 0° = 24 horas antes do procedimento cirtrgico; 1° = 24 horas apds o
procedimento cirargico; 14° = inocula¢ao de veiculo ou de CTM; 15° = 24 horas ap6s o segundo

procedimento cirargico).

No periodo entre as avaliagdes do 4° ao 12°
dia pos-trauma, verificou-se que a atividade
motora  apresentou evolugdo  clinica,
caracterizada por movimentos extensivos de
todas as articulagdes dos MPs. No teste
BBB este comportamento corresponde ao
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escore 7 e na escala numérica descritiva, ao
2. Como se pode observar nas Tabelas 4 e
5, ndo houve diferenca entre as medianas
dos grupos PLA ¢ GCT (p>0,05), o que era
de se esperar uma vez que até esse
momento os animais ndao haviam sido
submetidos ao tratamento, que ocorreu no



14° dia pos-trauma. Em relagdo a
recuperagao funcional espontanea
observada em ambos o0s grupos com

trauma, pode ter ocorrido devido a

formagdo de novas conexdes entre o0s
neurdénios nao acometidos pelo trauma,
como demonstrado por Bareyre et al.
(2004).

Tabela 5. Teste da capacidade motora com as medianas de ratos Lewis submetidos a
laminectomia (controle negativo - CN) ou ao trauma medular, incluindo os inoculados com
veiculo (PLA) ou os inoculados com células tronco mesenquimais (GCT), avaliados durante 45

dias.

Dias de CN PLA GCT
avaliagdo (n=9) (n=9) (n=9)

0° 1244 1242 1284

1° 12A,a Ob OB’b

40 12 150 180

80 12A,a 1B,b ]B’b

o 122 124 130 oBb
1 50 12A,a 1B,c 2B,b

1 60 12A,a 1B,c 2B,b

20° 124 1,55¢ 2BP

24° 1242 oAb oAb

280 12A,a 2A,b 2A,b

320 1242 oAb 2,54

360 12A,a 2A,b 3A,b

40° 1284 oAb 2,5M0

44° 1242 oAb 2,54

Medianas seguidas de mesma letra maiuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Friedman (p>0,05). Medianas seguidas de mesma letra minuscula na linha ndo diferem entre si
pelo teste de Mann-Whitney (p>0,05). (Dias 0° = 24 horas antes do procedimento cirargico; 1° =
24 horas apos o procedimento cirurgico; 14° = inoculagdo de veiculo ou de CTM; 15° = 24 horas

apos o segundo procedimento cirurgico).

Os animais apresentaram, ainda no periodo
entre o 4° e 12° dia pos-trauma, auséncia de
resposta (escore 0) mnos testes de
posicionamento proprioceptivo (Tab. 6) e
tatil (Fig. 5) e, quando posicionados sobre o
plano inclinado conseguiram permanecer
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em um angulo 20° menor do que antes da
cirurgia (escore 2) (Tab. 7). Neste periodo
de avaliagdo, ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos com trauma, para
estas variaveis (p>0,05).



Tabela 6. Teste do posicionamento proprioceptivo com as medianas de ratos Lewis submetidos
a laminectomia (controle negativo - CN) ou ao trauma medular, incluindo os inoculados com
veiculo (PLA) ou os inoculados com células tronco mesenquimais (GCT), avaliados durante 45
dias.

Dias de CN PLA GCT

avaliagdo (n=9) (n=9) (n=9)
Oo 2A,a 2A7a 2A,a
1° 2A,a 0B7b OB,b
40 2A,a OB,b OB,b
g° 2A,a OB,b OB,b
120 2A,a OB,b OB,b

H 15 2 05" 0,55

16° 2A,a OB,C lB,b
200 2A,a OB,c lB’b
24° 2A,a OB,c lB’b
28° 2A,a OB,C lA,b
370 2A,a OA,B,b lA,b
36° 24 0,5%¢ 14
40° 2A,a O,SA’C lA,b
44° 2A,a O,SA’C lA,b

Medianas seguidas de mesma letra maiuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Friedman (p>0,05). Medianas seguidas de mesma letra minuscula na linha ndo diferem entre si
pelo teste de Mann-Whitney (p>0,05). (Dias 0° = 24 horas antes do procedimento cirargico; 1° =
24 horas apos o procedimento cirurgico; 14° = inoculacdo de veiculo ou de CTM; 15° = 24 horas
apos o segundo procedimento cirargico).

Posicionamento Tatil

I S WD WD W WD WD VD WD WD WD WD W W

Inoculagio
[}
o
é 17 —— Controle negativo - CN
u
Inoculados com veiculo - PLA
—»—|noculados com CTM - GCT

0° 1° 4° 8° 12° 15° 16° 20° 24° 28° 32° 36° 40° 44°

Dias de Avaliacéo

Figura 5. Grafico do teste de posicionamento tatil, mostrando os escores (medianas) de ratos
Lewis submetidos a laminectomia (controle negativo - CN) ou ao trauma medular, incluindo os
inoculados com veiculo (PLA) ou os inoculados com células tronco mesenquimais (GCT),
avaliados durante 45 dias. (Dias 0° = 24 horas antes do procedimento cirtrgico; 1° = 24 horas
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apos o procedimento cirurgico; 14° = inoculacdo de veiculo ou de CTM; 15° = 24 horas apoés o

segundo procedimento cirurgico).

Tabela 7. Teste do plano inclinado com as medianas de ratos Lewis submetidos a laminectomia
(controle negativo - CN) ou ao trauma medular, incluindo os inoculados com veiculo (PLA) ou
os inoculados com células tronco mesenquimais (GCT), avaliados durante 45 dias.

Dias de CN PLA GCT

avaliagdo (n=9) (n=9) (n=9)
1 ) 4A,a 1 B,b lA,b
4° 4A,a 1 B,b 1 Ab
8° 4A,a 1 B,b 1 Ab
120 4A,a 2Bb 2A,b

H 159 g oM 2,50

16° 4A,a 2A,b,c 3A,b
200 4A,a 2A,c 3A,b
24° 4A,a 2A,c 3A,b
2 8 o 4A,a 2A,c 3A,b
370 4A,a 2A,b 3A,b
3 60 4A,a 2A,b 3A,b
40° 4A,a 2A,b 3A,b
44° 4A,a 2A,b 3A,b

Medianas seguidas de mesma letra maiuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Friedman (p>0,05). Medianas seguidas de mesma letra minuscula na linha ndo diferem entre si
pelo teste de Mann-Whitney (p>0,05). (Dias 0° = 24 horas antes do procedimento cirurgico; 1° =
24 horas apos o procedimento cirurgico; 14° = inoculagdo de veiculo ou de CTM; 15° = 24 horas

apos o segundo procedimento cirargico).

Interessante foi o fato de ndo haver
diferenca estatistica na comparagdo entre as
medianas dos grupos PLA ¢ GCT nos dias
15 e 16, em relacdo ao 12° dia (p>0,05)
(Tab. 4, 5, 6 e 7). Esperava-se que a injegdo
intralesional pudesse ocasionar danos
minimos ao tecido nervoso e com isso 0s
animais apresentassem imediata piora
clinica no periodo pds-tratamento, seguida
de recuperagdo funcional, principalmente
para aqueles tratados com CTM. A lesdo
tecidual decorrente da pung¢do a medula
espinal foi minima devido ao reduzido
volume administrado (2uL em ambos os
grupos tratados), ao tamanho da agulha
(30G) e a lenta velocidade de infusao
(0,4uL/min), o que em conjunto nao
acarretou em piora da func¢do locomotora no
periodo imediato ao tratamento. A
administracdo intralesional de CTM,
quando realizada imediatamente apds o
TME, nao possibilita a avaliagdo do efeito
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da pun¢do propriamente dita, visto que
neste periodo sdo intensas as alteracdes
locais decorrentes da injaria (Hofstetter et
al., 2002; Ohta et al., 2004; Lu et al., 2007).
De qualquer forma, pode-se perceber que o
tratamento intralesional realizado nas
condi¢des do presente estudo ndo promoveu
agravamento do quadro clinico,
constituindo assim interessante via de
administracdo terapéutica.

Na avalia¢do da capacidade motora, pela
escala numérica descritiva, foi possivel
observar diferenca estatistica entre as
medianas dos grupos inoculados com
veiculo (PLA) ou com CTM (GCT) no 15°,
16° e 20° dia (p<0,05) (Tab. 5). Os animais
do grupo PLA apresentavam ainda
movimentos desconexos dos MPs (escore
1), enquanto que os do GCT estavam com
movimentos bem visiveis dos MPs, sem
apoio de peso (escore 2). O resultado do
teste BBB na comparagdo entre as medianas



dos grupos PLA ¢ GCT no 20°, 24°, 32° ¢
36° dia de avaliacdo, demonstrou diferenca
estatistica  (p<0,05) (Tab. 4). Nesse
intervalo, os animais inoculados com CTM
jé& apresentavam passadas dorsais e suporte
de peso plantar em estacdo (escore 9),
enquanto que o0s outros apresentavam
apenas movimentos extensivos das trés
articulagdes (escore 7). Os resultados do
teste do plano inclinado foram semelhantes
ao BBB, contudo a diferenca estatistica
entre as medianas dos grupos PLA e GCT
ocorreu nos dias 20, 24 ¢ 28 (p<0,05) (Tab.
7). De acordo com esses resultados,
percebeu-se que as duas metodologias
foram complementares na observacao da
recuperagdo funcional. A avaliacdo da
capacidade motora pela escala numérica
descritiva sugere uma resposta ao
tratamento com CTM em um periodo mais
precoce, contudo foi com a utilizagdo do
teste BBB que se constatou um efeito
prolongado dessa terapia.

Nos dias seguintes ao 36° dia de avaliagdo,
houve também melhora no padrdo
locomotor dos animais com trauma e
inoculados com veiculo (PLA), ndo sendo
possivel constatar diferencga entre os grupos
com trauma (p>0,05) (Tab. 4 e 5).
Paralelamente, a avaliacdo dos resultados
dos animais inoculados com CTM (GCT),
nesse periodo, indicam que ocorreu
interrupcdo da evolugdo clinica ou até
mesmo piora do quadro, como observado
nas Tabelas 4 e 5. Estudos com o uso de
CTM no trauma medular t€ém apresentado
resultados conflitantes quanto a recuperagdo
funcional apos o transplante celular (Lu et
al., 2004; Himes et al., 2006). Os achados
variaveis do exame neurologico podem ser
decorrentes dos diferentes protocolos
terapéuticos, principalmente em relagdo ao
tipo e ao numero de células transplantadas,
ao local de administracdo e ao tempo de
tratamento apds a injuria medular.

Independente do tratamento, a recuperacio
locomotora dos animais traumatizados ao
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final do periodo experimental foi
caracterizada pela presenca de passadas
dorsais ou do posicionamento plantar da
pata sem apoio de peso nos MPs. Nesse
periodo, a apresentacdo clinica foi
estatisticamente semelhante ao periodo pré-
cirtirgico (dia 0) (p>0,05) (Tab. 4, 5, 6 ¢ 7).
Comumente, estudos experimentais com
lesdo medular ndo realizam a comparacao
das medianas entre os tempos de avaliacdo
dentro do mesmo grupo, talvez porque a
analise estatistica iguale escores que
clinicamente sdo diferentes. No presente
trabalho, utilizou-se o teste de Friedman
para realizar essa comparacdo, sendo
observada semelhanga entre alteragdes
deambulatorias com a normalidade do
periodo pré-trauma (p>0,05) (Tab. 4 ¢ 5).
Este fato pode ser atribuido ao proprio teste
estatistico ou as metodologias
observacionais aqui utilizadas. Assim,
sugere-se que a recuperacdo funcional
possa ser avaliada com o emprego de outros
testes comportamentais capazes de detectar
diferengas mais sutis.

5.4. Avaliacdo  microscopica da
medula espinal

Ao exame histologico da ME dos animais
pertencentes ao grupo controle negativo
(CN), nao foram evidenciadas alteragdes no
segmento torécico, local da laminectomia.
A ME apresentava preservacdo da
arquitetura normal, sendo verificadas as
substancias  cinzenta e branca e,
externamente, as meninges (Fig. 6A).
Observou-se a disposicdo em “H” ou
borboleta da substancia cinzenta (Fig. 6D),
com propor¢do constante dos seus
constituintes, incluindo vasos sangiiineos,
neurdnios ¢ células da glia (astrocitos,
oligodendrécitos e microglia) (Fig. 6G e
6J). Na substancia branca era mantida
também a propor¢do de fibras axonais,

células da neurdglia e vasculatura
(Junqueira e Carneiro, 2004). Estas
observagdes sdo  importantes,  pois

evidenciaram que a exposi¢ao da medula



espinal ndo ocasionou injirias ao tecido
nervoso, fato ja comprovado pelos escores
maximos apresentados ao exame
neurologico dos animais do grupo CN.

Em relacdo aos animais com trauma, houve
no epicentro da lesdo medular perda da
arquitetura normal, isto independente do
grupo PLA ou GCT, respectivamente,
Figuras 6B-E e 6C-F. Foi observada
presenca de uma darea de necrose
expandindo-se dos funiculos dorsais e
dorsolaterais da substancia branca, bem
como dos cornos dorsais e ventrais da
substancia cinzenta (Fig. 6E e 6F). Assim
esta  alteracdo  caracterizou-se  por
mielomalacia focalmente extensa e intensa,
com extensdo de aproximadamente dois
tercos da areca da ME e com o
acometimento das duas substancias.
Contudo, foi a substincia cinzenta que se
apresentou mais afetada, fato esperado uma
vez que a demanda metabodlica requerida
nesta regido ¢ maior.

Na regido da necrose havia proliferagdo
principalmente de células da glia e células
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de Gitter (Fig. 6H-I-L-M) e na substancia
branca adjacente foi também verificada
degeneracdo balonosa multifocal discreta,
sendo raras as camaras de digestdo. Com
base nestas observacdes, pode-se perceber
que o trauma contusivo/compressivo
desencadeado por um peso de 70g ¢ com
permanéncia de cinco minutos sobre a ME,
foi eficiente em promover uma lesdo de
intensidade grave, semelhante entre os
grupos com trauma (PLA e GCT). Este
resultado estd de acordo com o desempenho
locomotor apresentado pelos animais com
TME, que apresentaram passadas dorsais ou
posicionamento plantar da pata sem apoio
de peso nos MPs, havendo, contudo,
recuperagdo mais precoce nos animais
inoculados com CTM (GCT). Assim qual
seria o efeito das células transplantadas, ja
que em relagdo a extensdo ¢ intensidade da
lesdo ndo houve diferenga entre os grupos
com trauma. Poderiam ter promovido maior
neuroplasticidade, seja na preservagdo
neuronal ou de seus constituintes ou, ainda
limitado a apoptose?



Figura 6. Fotomicrografias de sec¢des transversais da medula espinal de ratos Lewis coradas
em H.E, na 5% semana pos-inoculacdo. Figuras 6A-D-G-J) Medula espinal de um animal do
grupo controle negativo — CN. A) Verificar a morfologia normal, com as substancias cinzenta
e branca. D) Verificar o formato em ,H* da substancia cinzenta. G) Observar a propor¢ao dos
constituintes celulares no corno dorsal da substdncia cinzenta. J) Observar os neur6nios
(cabeca de seta) e células da glia (seta preta). Figuras 6B—E-H-L) Medula espinal de um
animal do grupo inoculado com veiculo — PLA. B) Observar a perda da arquitetura normal e a
extensdo da area de mielomalacia (area circundada com tracejado azul). E) Observar a
mielomalacia. H) Verificar a proliferacao de células. L) Observar a presenca de células da
glia e de Gitter (seta azul). Figuras 6C-F-I-M) Medula espinal de um animal pertencente ao
grupo inoculado com células tronco mesenquimais — GCT. C) Observar a perda da
arquitetura normal e a extensdo da mielomalacia (area circundada com tracejado preto). F)
Observar a mielomal4cia. I) Observar a proliferagdo de células. M) Verificar a presenga de
células da glia e de Gitter (seta azul) (Figuras 6A-B-C: barra = 500um; figuras 6D-E-F: barra
=200um,; figuras 6G,H,I: barra = 100um; figuras 6J-L-M: barra = 50um).
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a) Imunoistoquimica com o

anticorpo anti-NeulN

A imunomarcag¢do dos neurénios com o
anticorpo anti-NeuN permitiu avaliar os
efeitos do trauma, bem como do tratamento
sobre a preservacdo neuronal. A utilizacdo

deste anticorpo na imunoistoquimica
constitui ferramenta importante,
amplamente empregada em diferentes

estudos com lesdes do sistema nervoso
central (Wolf et al., 1996). Isto se deve ao
fato da proteina NeuN ser expressa,
exclusivamente, em neurdnios desde o
desenvolvimento até a fase adulta dos
individuos. De acordo com Mullen et al.
(1992), esta molécula esta envolvida
diretamente na diferencia¢do neuronal e na
caracterizacao bioquimica, tanto in Vvitro
como in vivo.

No presente estudo, foram avaliadas 12
laminas por animal, sendo observada uma
extensdo da medula espinal correspondente
a aproximadamente cinco milimetros. Com
isso foi possivel abranger o epicentro da
lesdo medular propriamente dito (Fig. 7A a
71) e as regides imediatamente adjacentes.
A contagem das células imunomarcadas
com o anticorpo NeuN demonstrou
diferenca significativa entre o controle
negativo (CN) e os demais grupos com
trauma (PLA e GCT) (p<0,05) (Fig. 7J-L),
em ambas as regioes estudadas.

O trauma medular contusivo/compressivo,
produzido nos animais pertencentes aos
grupos PLA e GCT, desencadeou uma lesao
de intensidade grave, como descrita
anteriormente na avaliagdo histologica
(Figuras 6B-C). Deste modo, logo apos a
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lesdo deve ter ocorrido morte de elevado
numero de células, principalmente daquelas
com maior demanda metabolica, como dos
neur6nios. Além disso, na fase inicial pos-
trauma, uma série de outros eventos
possivelmente também se desenvolveu e
contribuiu para a propagacdo da lesdo
tecidual. Varias sdo as referéncias a respeito
das alteracOes secundarias e  suas
conseqiiéncias no TME (Ducker et al.,
1978; Lohse et al., 1980; Colter ¢ Rucker,
1988; Shores, 1992), bem como de terapias
no intuito de modular estes eventos (Gaviria
et al.,, 2000; Cayli et al., 2004; Lu et al.,
2004; Himes et al., 2006; Silva et al., 2008;
Torres et al., 2010). No presente estudo,
pretendia-se, com a reposi¢do intralesional
de células, criar um ambiente favoravel
com menos morte neuronal, porém de
acordo com os resultados da contagem de
neurdnios, este fato ndo foi evidenciado
(Fig. 7J-L). A escolha da inoculacdo de
CTM no 14° dia foi feita, baseando-se no
pressuposto de que neste periodo a reagdo
inflamatoria ndo seria tdo pronunciada,
havendo assim menor formagdo de radicais
livres, eucosanoides, dentre outras citocinas
inflamatorias, que pudessem interferir nos
efeitos das CTM. Contudo, ao se considerar
a natureza complexa do trauma medular
grave, como o deste estudo, possivelmente
a combinagdo de tratamentos pudesse ser
uma estratégia mais adequada. A
administra¢do de farmacos na fase aguda, a
exemplo do dantrolene soédico, que ja
demonstrou proteger a medula espinal pela
diminui¢do da apoptose (Torres et al.,
2010), poderia ser uma abordagem
interessante, paralelamente, ao transplante
de CTM em um periodo subcronico.



Figura 7. Fotomicrografias de seccdes transversais da medula espinal de ratos Lewis, na regido
do epicentro da laminectomia e submetidas a imunoistoquimica com anti-NeuN, na 5% semana
pos-inoculagdo. Figuras 7A-D-G) Medula espinal de um animal do grupo controle negativo —
CN. A) Observar a imunomarcagdo de corpos neuronais (NeuN-positivos) distribuidos por toda
substancia cinzenta. D) Marcagdo de corpos neuronais (NeuN-positivos) no corno dorsal da
substancia cinzenta. G) Observar a presenga de numerosos corpos neuronais (NeuN-positivos).
Figuras 7B-E-H) Medula espinal de um animal do grupo inoculado com veiculo — PLA. B)
Observar a perda da arquitetura normal e a escassez da imunomarcag¢do de neuronios. E-H)
Observar a reduzida imunomarcagao de corpos neuronais (NeuN-positivos) no corno dorsal da
substancia cinzenta (tracejado azul), confirmada pela analise quantitativa representada nos
graficos 7J-L. Figuras 11C-F-I) Medula espinal de um animal do grupo inoculado com células
tronco mesenquimais — GCT. C) Observar a perda da arquitetura normal e a escassez da
imunomarcac¢do de neurdnios. F-I) Observar a reduzida imunomarcacdo de corpos neuronais
(NeuN-positivos) no corno dorsal da substincia cinzenta (tracejado preto), confirmada pela
andlise quantitativa representada nos graficos 7J-L. J) Gréfico das médias e dos desvios-padrao
do numero de corpos neuronais NeuN-positivos/campo, presentes na regido do epicentro da
laminectomia de de ratos Lewis, na 5% semana pés-inoculagdo. J) Grafico das médias e dos
desvios-padrdo do niimero de corpos neuronais NeuN-positivos/campo, presentes nas regides
adjacentes a laminectomia de ratos Lewis, na 5% semana pos-inoculagdo (controle negativo —
CN, inoculados com veiculo - PLA ¢ inoculados com células tronco mesenquimais - GCT).
Asterisco indica diferenca significativa (p<0,05). (Figuras 7A-B-C: barra = 500um; figuras 7D-
E-F: barra = 200um; figuras 7G,H,I: barra = 100pum).
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b) Imunofluorescéncia com os
anticorpos anti-eGFP, anti-
GFAP e anti-sinaptofisina

Em relagdo a identificacdo das CTM
inoculadas nos ratos do grupo GCT,
empregou-se O anticorpo para a proteina
fluorescente verde (eGFP), visto que as
células transplantadas eram provenientes de
animais transgé€nicos para esta proteina.

Deste modo, foi possivel verificar a
presenca das CTM no local da lesdo,
principalmente, nos funiculos dorsais da
substdncia  branca, sendo  também
localizadas nos cornos dorsais da substancia
cinzenta (Fig. 8). Assim, as CTM
inoculadas no 14° dia pos-trauma
sobreviveram até a 7° semana, momento em
que os animais foram submetidos a
eutanasia.

GCT

Figura 8. Fotomicrografia de sec¢do transversal da medula espinal de ratos Lewis, na regido do epicentro
do trauma e submetidas & imunoistoquimica com anti-eGFP, na 5* semana pds-inoculagdo das CTM.
Observar a imunomarcagdo de células tronco mesenquimais transgénicas para a proteina fluorescente
verde (eGFP) (em vermelho) e imunomarcagdo de nucleos de outras células (em azul pelo DAPI),
localizados na substancia branca de um animal do grupo inoculado com células tronco mesenquimais

(GCT). (200x).

Outro aspecto também avaliado foi a
intensidade da reagdo glial, isto a partir da
imunomarcagdo da proteina fibrilar glial
(GFAP). Posteriormente a lesdo do SNC,
células da meninge, da microglia e da
macroglia migram para o local acometido a
fim de isolar a regido e com isso atenuar a
extensdo dos processos inflamatorio e
degenerativo (Yiu e He, 2006). Para tanto,
as células tornam-se reativas, destacando-se
o astrocito hipertrofiado que apresenta
aumento na producdo de proteinas
estruturais, como a GFAP (Casella et al.,
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2004).

No presente estudo, observou-se, na 5?
semana apds a 2* cirurgia, diferenca
estatistica entre a intensidade da

imunomarcagdo da GFAP no grupo CN, em
relacdo aos grupos com lesao PLA e GCT
(p<0,05) (Fig. 9D). O trauma medular
determinou aumento da reagdo glial (Fig.
9B-C), corroborando com os achados
verificados ao exame histologico da ME,
que apresentaram na area de mielomaldcia,
proliferacdo celular semelhante entre os
grupos com trauma, sendo composta



principalmente por células da glia e de
Gitter (Fig. 6L-M). Outros estudos com
CTM no trauma medular também ndo
demonstraram agravamento da gliose
reativa, o que reforca a seguranca deste tipo
de intervencgdo terapéutica (Hofstetter et al.
2002; Ankeny et al.,, 2004; Ohta et al.,
2004). Como observado, os animais com
trauma apresentaram, independente do
grupo, aumento da produgdo de GFAP e,
por este motivo, o emprego de substancias
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ou enzimas, como a condroitinase ABC,
capazes de interferir na formacdo das
moléculas geradas pelos astrocitos reativos,
poderia trazer resultados benéficos. Neste
caso, a combinagdo de terapias poderia ser
também interessante, ja que a presenga da
astrogliose contribui para a faléncia da
regeneracdo axonal como demonstrado por
McGraw et al. (2001); Yiu e He (2006) e
Busch e Silver (2007).



Figura 9. Fotomicrografias de secgdes transversais da medula espinal de ratos Lewis, submetidas a
imunofuorescéncia com anti-proteina acida fibrilar glial (GFAP), na 5% semana pds-inoculagdo. A)
Imunomarcagio anti-GFAP (em vermelho) e nticleos de células (em azul pelo DAPI), no funiculo dorsal
da substéancia branca, animal pertencente ao grupo controle negativo (CN). B) Imunomarcagao anti-GFAP
(em vermelho) e nucleos de células (em azul pelo DAPI), no funiculo dorsal da substancia branca, animal
submetido a trauma medular e inoculado com veiculo (PLA). Observar a maior intensidade da
imunomarcagdo, em relagdo ao CN. C) Imunomarcacdo anti-GFAP (em vermelho) e nucleos de células
(em azul pelo DAPI), no funiculo dorsal da substancia branca, animal submetido a trauma medular e
inoculado com células tronco mesenquimais (GCT). Observar a maior intensidade da imunomarcagdo em
vermelho, em relacdo ao CN, confirmada pela analise quantitativa representada no grafico D. D) Analise
quantitativa da porcentagem da densidade integrada de pixels na area da fragdo para a GFAP na
substancia branca, valores expressos em médias e desvios-padrio. Asterisco indica diferenga significativa
(p<0,05). (200x).
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Paralelamente, foi avaliada a
imunorreatividade da sinaptofisina na
substancia cinzenta da regido do epicentro
da lesdo medular. A sinaptofisina ¢ a maior
proteina  transmembrana presente em
vesiculas sinapticas, com funcdo central na
neurotransmissdo dos  terminais  pré-
sinapticos. Varios estudos demonstraram
que a sinaptofisina regula a endo e
exocitose de neurotransmissores (Sugita et
al., 1999; Valtorta et al., 2004), bem como
participa na formacdo e na renovacdo de
vesiculas sinapticas (Daly et al., 2000;
Thiele et al., 2000). Foi verificada que a
diminuicdo desta proteina correlaciona-se
com a intensidade e a progressdo de
diversas disfun¢des do sistema nervoso,
incluindo doenca de Alzheimer e avulsao de
raiz ventral (Ingelsson et al., 2004;
Rodrigues Hell et al., 2009). Contudo, em
estudo com trauma cranio-encefalico,
houve aumento da imunorreatividade para a
sinaptofisina, devido tanto a inibicdo do
transporte vesicular quanto a disfungdes
sinapticas (Shojo e Kibayashi, 2004).
Assim parece que ocorre comportamento
variavel da sinaptofisina, dependendo do
tipo e local da afeccdo neurologica e do
modelo experimental adotado. Em relagdo a
traumas  medulares  associados  ao
tratamento com CTM, s3o escassas as
inferéncias sobre o comportamento da
sinaptofisina, sendo deste modo
interessante avalid-la como indicador da
plasticidade sinaptica.

No presente estudo, foi observada, na 5%
semana poés-inoculagdo de veiculo ou de
CTM, diferenca entre a intensidade da
imunomarcacdo da sinaptofisina entre os
grupos com trauma (PLA ¢ GCT) (p<0,05)
e o controle negativo (CN) (p<0,05) (Fig.
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14D). Neste grupo verificou-se intensa
marcacdo na substancia cinzenta (Fig.
10A), isto devido ao nimero de sinapses
ativas. Em contrapartida, a lesdo medular
ocasionou reducdo de até 87,2% na
imunorreatividade da proteina vesicular
(Fig. 10B-C), sendo este resultado
possivelmente justificado com base na
perda acentuada de neurdnios, fato ja
descrito. Interessante foi que, apesar de ter
ocorrido redug¢do na imunomarcagdo da
sinaptofisina nos animais com trauma, o
grupo inoculado com CTM apresentou
maior preservagdo da sinaptofisina (Fig.
10D). Muito embora ndo tenha ocorrido
diferenga na contagem de neurOnios entre
os grupos com trauma (Fig. 7J-L),
percebeu-se que houve agdo benéfica das
CTM nos neur6nios remanescentes do
grupo GCT, ocorrendo preservagdo de uma
importante proteina vesicular. Isto sugere
que as CTM possam ter favorecido a
neuroplasticidade, corroborando com o
achado de Rodrigues Hell et al., (2009), que
verificaram maior imunorreatividade para a
sinaptofisina, decorrente do tratamento com
CTM em ratos submetidos a avulsdo de raiz
nervosa. Foi sugerido, por estes autores,
que a liberagdo dos fatores neurotroficos,
incluindo o BDNF ¢ o derivado da glia
(GDNF) pelas CTM, possa ter influenciado
positivamente a plasticidade sinaptica. No
presente estudo, foram quantificadas na
medula espinal as expressdes dos mRNA
das neurotrofinas BDNF e NT-3, bem como
de fatores associados a apoptose, a fim de
verificar se houve, a partir da inoculacdo de
CTM, maior sintese destas proteinas que
pudessem determinar a maior densidade da
sinaptofisina no grupo GCT.



Figura 10. Fotomicrografias de secgOes transversais da medula espinal de ratos Lewis,
submetidas a imunofuorescéncia com anti-sinaptofisina, na 5% semana pos-inoculagdo
(correspondente ao 49° dia apds a primeira cirurgia). A) Imunomarcacao anti-sinaptofisina (em
vermelho) e nucleos de células (em azul pelo DAPI) no funiculo dorsal da substancia branca,
animal pertencente ao grupo controle negativo (CN). B) Imunomarcagdo anti-sinaptofisina (em
vermelho) e nucleos de células (em azul pelo DAPI) presente no funiculo dorsal da substincia
branca, animal submetido a trauma medular e inoculado com veiculo (PLA). Observar a menor
intensidade da imunomarcagdo, em relacdo ao CN. C) Imunomarcacdo anti-sinaptofisina (em
vermelho) e nucleos de células (em azul pelo DAPI) presente no funiculo dorsal da substancia
branca, animal submetido a trauma medular e inoculado com células tronco mesenquimais
(GCT). Observar a menor intensidade da imunomarcagdo, em relagdo ao CN, confirmada pela
analise quantitativa representada no grafico D. D) Analise quantitativa da porcentagem da
densidade integrada de pixels na area da fragdo presente para a sinaptofisina na substancia
cinzenta, valores expressos em média e desvios-padrdo. Asterisco indica diferenca significativa
(*¥** = p<0,001; * = p<0,05). (200x).
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5.5. Mensuracao por PCR em tempo
real da expressio dos mRNAs
das neurotrofinas BDNF e
Neurotrofina — 3

Com relacdo a expressdo génica das
neurotrofinas BDNF e NT-3, ndo houve
diferenga estatistica no numero de cdpias
dos seus mRNAs entre os grupos com
trauma PLA e GCT, na 2% e 3% semana apos
a inoculagdo do veiculo ou das CTM
(p>0,05) (Fig. 11A-B-C-D). Ao se observar
o comportamento do grupo GCT, ocorreu
maior amplitude de variagcdo dos resultados,
havendo expressdo maxima duas a quatro
vezes dessas neurotrofinas, em comparagdo
ao grupo PLA. Resultado semelhante foi
identificado por Kim et al. (2009), que
observaram maior expressio do mRNA do
BDNF e da NT-3 nos animais inoculados
com CTM, apesar da auséncia de diferenca
entre grupos com trauma.

Na comparacao dos grupos PLA e GCT em
relacdo ao controle negativo (CN), houve,
na 5" semana ap0Os o transplante, diferenga
na quantificacdo relativa da NT-3 (p<0,05)
(Fig. 11F). Independente do grupo com
trauma PLA e GCT, as concentragdes do
BDNF ¢ da NT-3 apresentavam-se mais
proximas entre si nesta avaliagdo.
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Em contra partida, ha relatos em que
ocorreu aumento significativo destas e de
outras neurotrofinas, decorrente do efeito
benéfico das CTM (Chen et al.,, 2008;
Rodrigues Hell et al., 2009). As diferencas
de resposta podem estar relacionadas ao
tipo de trauma no sistema nervoso, ao
numero de células injetadas e ao tempo de
avaliagdo pods-inoculagdo. No presente
estudo, as expressdes do BDNF e da NT-3
foram avaliadas na 2?, 3% ¢ 5* semanas apos
a inoculagdo do veiculo ou das CTM, sendo
que nesse periodo inicial também se
observou recuperagdo funcional mais
precoce nos animais do grupo GCT. Este
resultado pode ter sido influenciado pela
regulagdo mais expressiva dos receptores
tirosina cinase TrKB e C, em que se ligam
as moléculas de BDNF e NT-3,
respectivamente. No presente estudo, ndo se
quantificou a expressdo deste receptor, mas
de qualquer modo, a maior integragdo das
neurotrofinas aos seus receptores, isto por
acdo das CTM, poderia acarretar na
preservacdo da  sinaptofisina. Como
mencionado por Lonze e Ginty (2002),
Chao (2003) e Carvalho et al. (2008), o
funcionamento de neur6nios e de células da
glia ¢ afetado pela acdo das neurotrofinas,
com o favorecimento da plasticidade do
SNC, dentre outras atividades.



Figura 11. Mensuragdo por RT-PCR em tempo real da expressdo dos mRNAs do fator
neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) e da neurotrofina — 3 (NT-3) (normalizada em
relacdo ao gene constitutivo B-actina) no segmento medular de ratos Lewis submetidos a
laminectomia (CN, n = 4) ou ao trauma medular (inoculados com veiculo - PLA, n = 4;
inoculados com células tronco mesenquimais — GCT, n = 4). A) Quantificagdo absoluta da
expressio do mRNA do BDNF, realizada na 2* semana pos-inoculagdo. B) Quantificagdo
absoluta da expressio do mRNA da NT-3, realizada na 2* semana pos-inoculagdo. C)
Quantificacdo absoluta da expressio do mRNA do BDNF, realizada na 3* semana pds-
inoculag@o. D) Quantifica¢ao absoluta da expressdo do mRNA da NT-3, realizada na 3* semana
pos-inoculacdo. E) Quantificagdo relativa da expressao do mRNA do BDNF, realizada na 5*
semana pos-inoculagdo. F) Quantificagdo relativa da expressao do mRNA da NT-3, realizada na
5* semana pos-inoculacdo. Valores expressos em médias e desvios-padrdo. Asterisco indica
diferenca significativa (p<0,05).
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Paralelamente, foi também sugerido que os
efeitos benéficos do tratamento com CTM
poderiam estar associados & secrecdo de
outras substancias, como o fator estimulante
de colonia - 1, as interleucinas, os fatores
das células tronco e o fator de crescimento
fibroblastico basico (Chen et al., 2008). Em
conjunto, estas substdncias poderiam
exercer acgdo neuroprotetora complexa na
medula espinal lesionada, incluindo a
reducdo da apoptose. Possivelmente, em
populagdes  celulares ndo  neuronais,
presentes no tecido nervoso, ja que como
constatado no presente estudo a contagem
neuronal ndo foi maior no grupo GCT.
Assim, na tentativa de elucidar outros
mecanismos associados a agdo das CTM,
procurou-se avalid-las também na apoptose.

5.6. Identificacido de células em
apoptose pela técnica do
TUNEL (Terminal

deoxynucleotidyl transferase -
TdT dUTP nick end labeling)
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Ao exame microscopico das medulas
espinhais do grupo CN, coradas pela técnica
de TUNEL, verificaram-se, na 5* semana
apds a 2% cirurgia, neurénios e células da
glia com coloragdo azul esverdeada, sendo
raras as células TUNEL positivas de
coloracdo marrom, localizadas apenas na
substancia branca. Nos grupos com trauma
medular, os corpos apoptéticos também de
marcac¢ao marrom, estavam distribuidos em
ambas as substincias, sendo mais
frequentes na branca.

No grupo GCT houve menor numero de
células positivas se comparado ao PLA. Em
relagdo a esta variavel, foram observadas as
médias e os desvios-padrdo de 0,07 + 0,03;
1,20 + 0,43 e 0,53 + 0,29, respectivamente
para os grupos CN, PLA e GCT (Fig. 16). A
diferenga significativa na contagem dos
corpos apoptoéticos entre 0s grupos com
trauma (p<0,05) foi marcante, destacando-
se ainda que o inoculado com CTM (GCT)
foi semelhante ao CN (p>0,05).
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Figura 12. Grafico das médias e desvios-padrao do nimero de corpos apoptoticos presentes na
medula espinal de ratos Lewis, na regido da laminectomia (controle negativo - CN) ou do
trauma medular (inoculados com veiculo - PLA ou inoculados com células tronco
mesenquimais - GCT) e, submetidas a técnica do TUNEL, na 5% semana pos-inoculagio.
Asterisco indica diferenca significativa (*** = p<0,001; **= p<0,003).

O trauma da ME promove a necrose celular
no epicentro, mas sdo 0s eventos
secundarios que determinam a propagagdo
da lesdo tissular, com a perda progressiva
dos elementos celulares principalmente por
apoptose. Este processo ¢ ativo e culmina
com a completa destruicdo da célula, sendo,
para tanto, necessarias a transcrigdo de
DNA e a sintese protéica. Alteragdes
morfologicas bem definidas sdo observadas
e, ao contrario da necrose, nao ¢
desencadeada a ativagdo do sistema
imunologico. Estudo com TME demonstrou
que a apoptose ocorreu em picos principais,
incluindo as primeiras quatro ¢ 24 horas e
ainda no 7° dia apo6s a lesdo medular (Lu et
al., 2000). No presente trabalho, verificou-
se pela técnica de TUNEL que este evento
esteve também presente na 7° semana pos-
trauma (5% semana apds o transplante de
veiculo ou de CTM) e deste modo deve ter
contribuido para as  conseqiiéncias
funcionais da lesdo medular, caracterizadas
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pelo pior desempenho locomotor.

Outro aspecto que merece atengdo € a maior
distribuicdo de células TUNEL positivas na
substdncia branca da ME dos ratos
submetidos ao trauma medular. Nesta
regido encontram-se vasos e células da glia,
principalmente oligodendrocitos que, ao
sofrerem apoptose, geram a
desmielinizacdo ¢ o comprometimento de
axonios. A morte tardia destas células vem
sendo atribuida a um suporte trofico
inadequado (Barres et al., 1993), a presenca
de citocinas inflamatorias (Silver e Miller,
2004; Li et al., 2005a) e ao maior estimulo
de receptores p75"™"  pelas  pro-
neurotrofinas  (Beattie et al.,, 2002;
Hajebrahimi et al., 2008). Paralelamente,
varios sdo os relatos relacionados aos
efeitos benéficos das CTM na preservacdo
da mielina na substincia branca e na
orientagdo do crescimento axonal (Ankeny
et al., 2004; Himes et al., 2006), bem como
no menor nimero de células em apoptose



(Dasari et al., 2007). Com base nos achados

do presente estudo, pode-se também
verificar que as CTM interferiram
favoravelmente nesse processo,

determinando assim menor numero de
células em apoptose. Assim, o efeito

terapéutico das CTM  pode  estar
relacionado, ndo somente a maior
conservacdo da  sinaptofisina  como

anteriormente discutido, mas também a
preservacdo de  células como  os
oligodendrécitos, que em  conjunto
refletiram na melhora clinica mais precoce
do grupo GCT.

Paralelamente foi empregada a mensuracao
de mRNAs associados a apoptose por RT-
PCR em tempo real, j& que a técnica de
TUNEL isolada ndo ¢ considerada
indicadora especifica de apoptose.

5.7.Mensurag¢io por RT-PCR em
tempo real da expressio dos

mRNAs do Bcl-x;, Bax e caspase-
9

Foram avaliadas as expressdes dos genes
associados a apoptose, incluindo o fator
anti-apoptotico Bcl-x;, e os pro-apoptdticos
Bax e caspase-9. As proteinas Bcl-x; e Bax
estdo presentes na membrana mitocondrial
e fazem parte da familia das proteinas Bcl,
que também ¢ constituida por outros
membros anti (Bcl-2) e pro-apoptoticos
(Bad, Bak, Bcl-x,). A forma Bcl-x; esta
presente em neurdnios e quando € super
expressa, contribui para a regulacdo da
sobrevivéncia  celular, diminuindo a
apoptose. Este efeito ocorre por meio do
controle da permeabilidade mitocondrial
aos ions e da menor liberagdo do citocromo
C para o citoplasma (Minn et al., 1997). De
acordo com Qiu et al. (2001), a apoptose
decorrente do trauma medular correlaciona-
se com a diminuicdo na concentracdo da
proteina Bcl-x; e na menor propor¢do entre
Bcl-x;/Bax no local da injuria.

No presente estudo, nao houve diferenca na
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expressdo do mRNA da Bcl-xy entre os
grupos com trauma na 2° e 3* semanas apos
a inoculacdo do veiculo ou das CTM
(p>0,05) (Fig. 13A-C). Para esta variavel,
foi também observada maior expressao no
GCT, a exemplo do verificado para as
neurotrofinas BDNF e NT-3. Neste grupo,
o numero maximo de coépias formado em
relacdo a beta-actina foi de 113,47 para Bcl-
X, na 2" semana apos o transplante, periodo
que corresponde ao 28° de lesdo a medula
espinal (Fig. 13A). Na avaliacao seguinte,
os valores médios e os desvios-padrio para
o Bcel-x; foram 30,41 + 5,86 (PLA) e 33,27
+ 5,74 (GCT) (Fig. 13C), enquanto que na
5* semana houve diferenga entre os grupos
com trauma, em relagdo ao controle
negativo (CN) (p<0,05) (Fig. 13E).
Percebe-se que a expressdo deste fator anti-
apoptético foi reduzida nos  grupos
submetidos a lesao medular, possivelmente
por acdo das alteragdes decorrentes do
TME.

Em relacdo a expressdo do Bax, foi possivel
observar diferenga estatistica entre os
grupos com trauma na 2° semana apoOs o
transplante celular, sendo que no inoculado
com CT™M houve namero
significativamente menor de cdpias para
este parametro (p<0,05) (Fig. 13B). Na
quantificagdo de Bax na 3* ¢ 5% semanas,
ndo houve diferenca entre estes grupos
(p<0,05) (Fig. 13D-F), contudo a expressao
relativa do Bax na ultima mensuragdo foi
mais que o dobro no grupo inoculado com o
veiculo, em relagdo aquele que recebeu as
CTM. A inoculag¢do intralesional de CTM
no 14° dia pos-trauma interferiu
favoravelmente neste processo, ao diminuir
a expressdo do Bax e ao aumentar a do Bcl-
xp no grupo GCT. O efeito anti-apoptotico
das CTM foi também demonstrado pelo
menor numero de corpos apoptoticos
identificados pela técnica de TUNEL, dado
apresentado anteriormente. A contagem
dessas células foi realizada na 5% semana
ap6s o transplante celular, assim como as
demais avaliagdes histoldgicas e, caso



tivesse sido também realizada na 2° semana,
possivelmente indicaria nimero de corpos
apoptoticos ainda maior no grupo PLA, em
relacdo ao GCT. De qualquer modo, o
transplante celular determinou menor
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expressdo de Bax e assim deve ter ocorrido
menor ativagdo da cascata proteolitica,
iniciada pela caspase-9, como descrito por
Keane et al. (2001).



Figura 13. Mensurac¢do por RT-PCR em tempo real da expressdo dos mRNAs do Bcl-x; e do
Bax (normalizada em relagdo ao gene constitutivo B-actina) no segmento medular de ratos
Lewis submetidos a laminectomia (CN, n = 4) ou ao trauma medular (inoculados com veiculo -
PLA, n = 4; inoculados com células tronco mesenquimais - GCT, n = 4). A) Quantificagdo
absoluta da expressdo do mRNA do Bcl- x;, realizada na 2* semana pds-inoculagdo. B)
Quantificacdo absoluta da expressao do mRNA do Bax, realizada na 2 semana pods-inoculagao.
C) Quantificagdo absoluta da expressao do mRNA do Bcl- x;, realizada na 3* semana pos-
inoculag@o. D) Quantificagdo absoluta da expressdo do mRNA do Bax, realizada na 3" semana
pos-inoculacdo. E) Quantificagdo relativa da expressao do mRNA do Bcl- x;, realizada na 5*
semana poés-inoculagdo. F) Quantificagdo relativa da expressdo do mRNA do Bax, realizada na
5% semana pos-inoculagdo. Valores expressos em médias e desvios-padrdo. Asterisco indica
diferenga significativa (** = p<0,003; * = p<0,05).
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Na avaliagdo da apoptose por meio da
quantificacdo do mRNA da caspase-9, nao
houve, na 2* semana apos a inoculagido de
veiculo ou de CTM, diferen¢a entre os
grupos com trauma (p>0,05) (Fig. 14A).
Nesta avaliacdo, foi observada uma menor
expressdio no grupo GCT, contudo ndo
significativa, j& em relacdo a 3* semana,
houve diferenga estatistica no nimero de
cOpias para a caspase-9 (p<0,05), sendo
maior a expressao no grupo PLA (Fig.
14B). A caspase-9, uma enzima pertencente
a familia das cisteinas proteases, apresenta-
se de forma constitutiva e inativada nas
células e a partir de varios estimulos
apoptdticos ocorre modificagdo desta
proteina. Dentre estes, destaca-se a extrusao
do citocromo ¢ para o citoplasma e a
ativagdo do fator protease ativador da
apoptose, ambos desencadeados pela maior
expressdo de Bax (Shimizu et al., 2000).
Com isso, a caspase-9 sofre autocatalise,
tornando-se ativa e, entdo ¢ iniciada uma
cascata proteolitica com ativagdo de
caspases executoras, o que culmina com a
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morte celular programada (Yakovlev e
Faden, 2001).

Na 5% semana apos a inoculagdo, a
expressio  de  caspase-9  tornou-se
semelhante entre os grupos com trauma
(p>0,05) e diferente de CN (p<0,05) (Fig.
14C). Neste periodo, o maior niimero de
células TUNEL-positivas pode ter sido
desencadeado por mecanismos apoptdticos
independentes da via mitocondrial, ja que
ndo houve diferenca na expressio de
caspase-9 entre os grupos PLA e GCT (Fig.
14C). A fragmentacdo do DNA, verificada
pela técnica de TUNEL, pode ter ocorrido
pela via extrinseca da apoptose, em que
ocorre a sinalizagdo de receptores
transmembrana por moléculas
extracelulares, como o TNF. Em seguida a
este acoplamento, ocorre a ativacdo da
caspase-8 e a formagdo de um complexo
sinalizador da inducdo de morte, com a
ativacdo de outras caspases e a clivagem de
proteinas intracelulares estruturais e,
finalmente, a apoptose (Majno e Joris,
1995).



Figura 14. Mensuragdo por RT-PCR em tempo real da expressdo do mRNA da caspase-9
(normalizada em relagdo ao gene constitutivo B-actina) no segmento medular de ratos Lewis
submetidos a laminectomia (CN, n = 4) ou ao trauma medular (inoculados com veiculo - PLA, n
= 4; inoculados com células tronco mesenquimais - GCT, n = 4). A) Quantificagdo absoluta da
expressdo do mRNA da caspase-9, realizada na 2% semana pds-inoculagdo. B) Quantificacao
absoluta da expressdo do mRNA da caspase-9, realizada na 3* semana poés-inoculagdo. C)
Quantificag¢do relativa da expressio do mRNA da caspase-9, realizada na 5% semana pods-
inoculacdo. Valores expressos em médias e desvios-padrao. Asterisco indica diferenga
significativa (** = p<0,003; * = p<0,05).
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Paralelamente, Kim et al. (2009)
demonstraram, em um estudo com trauma
encefalico em ratos, efeito terapéutico das
CTM pela menor expressdo de fatores
associados a apoptose, mas neste relato a
inoculagdo celular ocorreu 24 horas apos a
lesio. Em relacdo ao trauma medular
propriamente  dito, sdo escassas as
inferéncias sobre o comportamento das
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CTM administradas tardiamente e com
efeito sobre os mecanismos de apoptose.
Assim com base nos resultados, sugere-se
que o transplante de CTM agiu de forma
promissora no tratamento subcrdnico do
trauma medular, ao interferir
favoravelmente na apoptose do tecido
neuronal.



6. CONCLUSOES

)

A administracdo intralesional de
CTM indiferenciadas em ratos com
trauma medular grave demonstrou
ser um tratamento eficaz ao
promover recuperacdo neuroldgica
mais precoce.

As CTM ndo intensificaram a
formagdo da cicatriz glial e
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paralelamente favoreceram a maior
preservacdo da sinaptofisina no
epicentro do trauma medular.

iii) O transplante tardio de CTM
reduziu a apoptose decorrente do
TME, pela reducao nas expressdes
de Bax e de caspase9.
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