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RESUMO

A lesdo da medula espinhal atinge pessoas e animais ocasionando déficits motores e sensoriais
gue comprometem consideravelmente a qualidade de vida e, no caso dos animais, muitas vezes,
levam a eutandsia. O tratamento dessa afeccdo é um desafio para os pesquisadores, pois ainda
ndo ha terapia efetiva para essa complexa patologia. Nesse contexto, a utilizacdo de células
tronco surge como recurso terapéutico particularmente promissor, pois além de secretarem
fatores neurotréficos, essas células podem se diferenciar em neurénios e componentes gliais,
contudo essas acdes parecem ser prejudicadas pela cicatriz glial formada ap6s a lesdo medular.
A enzima bacteriana condroitinase ABC tem a capacidade de digerir essa cicatriz 0 que poderia
favorecer a acdo dessas células bem como a regeneragdo axonal. Com o objetivo de estudar o
efeito da condroitinase ABC e das células tronco mesenquimais da medula 6ssea, em terapia
Unica ou associada, no tratamento do trauma a medula espinhal foram utilizados 50 Rattus
norvegicus divididos em cinco grupos. Os animais do grupo controle negativo (CN) foram
submetidos a laminectomia, enquanto os demais sofreram adicionalmente trauma medular
compressivo e foram tratados com placebo (PLA), condroitinase ABC (CDT), células tronco
mesenquimais da medula 6ssea (CTM) ou condroitinase e células tronco associadas
(CDT+CTM). A CDT, ou PLA, foram administrados via intralesional, sete dias apés a
laminectomia; enquanto as CTM, ou PLA, foram injetados via intravenosa, 14 dias apds a
laminectomia. Os animais foram avaliados quanto a capacidade motora e, 30 dias apés a
laminectomia, procedeu-se a eutanésia e posterior verificacdo das alteracdes histopatoldgicas da
medula espinhal. As medulas espinhais foram avaliadas também por meio da PCR, para
quantificagdo da expressdo génica do BDNF, NT-3, VEGF, KDR, PECAM-1 e caspase 3; e da
imunoistoquimica, para deteccdo das células tronco injetadas (anti-GFP) e quantificacdo de
astrocitos (anti-GFAP), neur6nios (anti-NeuN) e vimentina. Ndo houve diferenca estatistica na
capacidade motora dos animais submetidos ao trauma. Quanto a expressao génica, o CTM foi
superior na quantificagdo do BDNF e do VEGF e, ndo houve diferenga entre os tratamentos
quanto ao NT-3, KDR, PECAM-1 e caspase-3. Na avaliacdo imunoistoquimica, as células
tronco transgénicas foram detectadas nos grupos que a receberam. A marcagdo dos neurdnios
foi maior no grupo CDT+CTM em relacdo ao PLA. A imunomarcacao para 0 GFAP foi maior
nos grupos PLA e CDT+CTM do que no CN. Quanto & vimentina, a imunomarcacao do CN foi
menor e se diferiu de todos 0s grupos com trauma, sendo que entre esses, 0 CDT obteve a
menor marcacdo. Concluiu-se que as células tronco mesenquimais foram eficientes para
promover aumento na expressdo dos fatores troficos BDNF e VEGF ocasionando
neuroprotecdo. A condroitinase ABC se mostrou efetiva na reducdo da cicatriz glial, verificada
pela imunomarcacgédo da vimentina. N&o se observou sinergismo da associacdo CDT+CTM.

Palavras-chaves: trauma da medula espinhal, condroitinase, células tronco mesenquimais da
medula 6ssea, ratos
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ABSTRACT

The spinal cord injury affects people and animals causing sensory and motor deficits that
greatly affect the quality of life and, in the case of animals, often lead to euthanasia. The
treatment of this condition is a challenge for researchers because there is still no effective
therapy for this complex pathology. In this context, the use of stem cells as a therapeutic
resource appears particularly promising, because in addition to secrete neurotrophic factors,
these cells can differentiate into neurons and glial components, however these actions appear to
be harmed by the glial scar formed after spinal cord injury. The bacterial enzyme chondroitinase
ABC is able to digest this scar which could favor the action of these cells as well as axonal
regeneration. The present study aimed to evaluate the effect of chondroitinase ABC and bone
marrow mesenchymal stem cells in single or combination therapy, in the treatment of rats
subjected to spinal cord injury. Fifty Rattus norvegicus were divided into five groups. The
animals in the negative control group (CN) underwent laminectomy, while the others suffered
addictionaly spinal cord compression and were treated with placebo (PLA), chondroitinase
ABC (CDT), bone marrow mesenchymal stem cells (CTM) or chondroitinase and stem cells
associated (CDT + CTM). The chondroitinase or placebo were administered intralesionally,
seven days after laminectomy, while the stem cells, or placebo, were injected intravenously 14
days after laminectomy. The animals were assessed for motor skills and, 30 days after
laminectomy, proceeded to euthanasia and subsequent verification of histopathological changes
in the spinal cord. The spinal cords were also evaluated by PCR for quantification of gene
expression of BDNF, NT-3, VEGF, KDR, PECAM-1 and caspase 3; and by
immunohistochemistry to detect the injected stem cells (anti-GFP) and quantification of
astrocytes (anti-GFAP), neurons (anti-NeuN) and vimentin.There was no statistical difference in
motor ability of animals subjected to trauma. The group CTM had the highest gene expression
of BDNF and VEGF. There was no statistical difference between treatments for the gene
expression of NT-3, KDR, PECAM -1 and caspase-3. In immunohistochemistry, labeling of
neurons was higher in the CDT + CTM compared to PLA. Immunostaining for GFAP was
higher in PLA and CDT+CTM than in CN. As for immunostaining of vimentin, the CN was
lower and differed from all groups with trauma, and among these, CDT showed the lowest
expression. It was concluded that the mesenchymal stem cells were effective in promoting
increased expression of trophic factors BDNF and VEGF. The chondroitinase ABC was
effective in reducing glial scar, verified by immunostaining of vimentin. There was no
synergistic effect on use associated stem cells with chondroitinase.

Keywords: spinal cord injury, bone marrow mesenchymal stem cells, chondroitinase, rats

18



1. INTRODUCAO

Estima-se que dois milhGes e meio de
pessoas convivam com lesdo da medula
espinhal e que mais de 130 mil novos casos
ocorram por ano no mundo (Thuret et al.,
2006; Hu et al., 2010). Essa afeccdo
acomete cerca de 10.000 brasileiros
anualmente, sendo a maioria constituida por
jovens adultos, em plena fase produtiva
(Campos et al., 2008). Em medicina
veterinaria de pequenos animais, embora
ndo se conheca a incidéncia exata dessa
patologia (Webb et al., 2010), ela é
frequentemente  encontrada (Tator e
Fehlings, 1991; Bergman et al., 2000) e
muitas vezes determina a morte ou
eutanasia desses animais (Colter e Rucker,
1988).

O reparo do sistema nervoso central é muito
limitado ap6s uma lesdo. O trauma leva a
morte celular, particularmente de neurdnios,
oligodendrdcitos, astrécitos e precursores
celulares. Qualquer cavidade ou cisto
resultante dessas mortes pode interromper
0s tratos axonais (Ryu et al., 2009; Kundi et
al., 2013) levando a vérias anormalidades
neuroldgicas, notadamente paresia e
paralisia (Webb et al., 2010). Dessa forma,
0 trauma espinhal pode deixar sequelas
debilitantes e permanentes com influéncias
negativas sobre a qualidade e perspectiva de
vida do paciente. O progndstico ainda é
desfavoravel, pois as terapias disponiveis
tém resultados limitados na recuperagdo
neuroldgica. Sendo assim, essa afeccdo
constitui problema desafiador para o0s
pesquisadores (Brown e Hall, 1992; Thuret
et al., 2006; Ng et al., 2011).

A utilizagdo das células tronco nesse tipo de
lesdo surge como possibilidade de terapia
particularmente promissora, pois além de se
diferenciarem em neur6nios e componentes
da glia, repondo as células perdidas, elas

também atuam como ponte de apoio para a
regeneracao axonal (Dasari et al., 2007). As
células tronco adultas podem se diferenciar
em fenGtipos neuronais apropriados em
uma medula espinhal danificada
(Boulenguez e Vinay, 2009; Ryu et al.,
2009), entretanto, seu principal potencial
ndo vem dessa propriedade, mas sim da
capacidade de produgdo, ou estimulo a
liberacdo endodgena, de fatores troficos
(Chen et al., 2005; Lu et al., 2005; Sasaki et
al., 2009). Dentre as células utilizadas, as
mesenquimais  tém  sido  estudadas
intensivamente devido ao seu potencial para
tratar doengas neurodegenerativas e injarias
traumaticas (Dasari et al., 2007). A
utilizacdo desse tipo celular, proveniente da
medula o0ssea, € clinicamente atraente
devido a facilidade de obteng&o, expansdo e
reprodutibilidade, além da possibilidade de
realizacdo de  transplante  autdlogo,
minimizando o risco de rejei¢do (Wright et
al., 2011).

Quando as células tronco séo transplantadas
para uma medula espinhal lesionada
geralmente encontram ambiente
desfavoravel ao seu crescimento e a
diferenciacdo devido a existéncia de uma
barreira, a cicatriz glial (Karimi-
Abdolrezaee et al., 2010). Essa cicatriz é
resultante de processo multifatorial no qual
ocorre proliferacdo e hipertrofia de
astrocitos (Taoka e Okajima, 1998; Yiu e
He, 2006; Hu et al., 2010) e, envolve ainda
a participagdo de progenitores gliais,
micréglias, macrofagos, fibroblastos e
células de Schwann (Ryu et al., 2009).

Os proteoglicanos sulfato de condroitina
(PGSC) estdo entre 0s principais
componentes desse tecido cicatricial e tém
propriedades que impedem o crescimento
axonal (lkegami et al., 2005; Rolls et al.,
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2008; Wright et al., 2011). Essa acdo
inibitéria depende substancialmente das
cadeias de glicosaminoglicanos presentes
na molécula do PGSC (laci et al., 2007;
Galtrey et al., 2008; Iseda et al., 2008).
Com intuito de digerir essa cadeia de
glicosaminoglicanos no PGSC e reduzir o
efeito negativo no crescimento neural, tem
sido testada a enzima bacteriana
condroitinase ABC (CDT) na injuria
medular (laci et al., 2007; Galtrey et al.,
2008; Garcia-Alias et al., 2008; Iseda et al.,
2008; Karimi-Abdolrezaee et al., 2010;
Wright et al., 2011).

Para esse problema multifatorial que
constitui a lesdio medular, estudos
envolvendo a combinacdo de terapias
parecem mais promissores em conseguir
abranger os diferentes aspectos patoldgicos
e promover a completa reparagdo da medula
lesionada (Lee et al., 2005; Boulenguez e
Vinay, 2009; Ryu et al., 2009; Webb et al.,
2010; McCreedy e Sakiyama-Elbert, 2012;
Quertainmont et al., 2012; Zhao e Fawcett,
2013). A combinagdo de terapias incluindo
a condroitinase tém demonstrado efeitos
benéficos em lesdes medulares (Massey et
al., 2008; Huang et al., 2010; Karimi-
Abdolrezaee et al., 2010; Lee et al., 2010;
Garcia-Alias et al., 2011; Hwang et al.,
2011), sendo esta enzima boa opc¢do para
esse tipo de abordagem por ter mecanismo
de acdo que n&o interfere com outros
tratamentos (Zhao e Fawcett, 2013).

Neste contexto, a utilizacdo de CTM da
medula 6ssea em lesdes da medula espinhal
previamente tratadas com a CDT otimizaria
os dois tratamentos. A CDT, além de
reduzir os efeitos inibitérios da cicatriz
glial, tornaria a matriz extracelular mais
favoravel a cinética das CTM e, estas,
incrementariam a regeneracdo neuronal por
meio da secrecdo de fatores neurotréficos,
remielinizacdo e/ou reconexdo dos circuitos

neuronais interrompidos (lkegami et al.,
2005; Karimi-Abdolrezaee et al., 2010).
Essa enzima ja foi testada com sucesso em
associacdo com celulas progenitoras da
mucosa olfatoria adulta (Huang et al., 2010)
e com células progenitoras neuronais
(Ikegami et al., 2005; Karimi-Abdolrezaee
et al., 2010), mas ndo foram encontrados
estudos associando a enzima as CTM da
medula 0ssea.
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2. HIPOTESE
2.1. Hipotese geral

A CDT e as CTM da medula 6ssea agem de
forma isolada e sinérgica no tratamento da
lesio a medula espinhal, promovendo
regeneracdo axonal e plasticidade neuronal,
com consequente recuperacdo funcional.

2.2. Hipoteses particulares

1. A CDT digere a cadeia de
glicosaminoglicanos na cicatriz glial e
reduz seu efeito inibitério no crescimento
axonal.

2. As CTM da medula éssea promovem
regeneracdo neuronal e neuroprotecdo por
meio da secre¢do de fatores troficos e/ou
reconexdo  dos  circuitos  neuronais
interrompidos.

3. A utilizacdo de CTM da medula dssea
em lesOes da medula espinhal previamente
tratadas com CDT otimiza os dois
tratamentos, pois a CDT promove ambiente
mais favoravel a cinética e a integragdo das
CTM.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Estudar o efeito da CDT e das CTM, em
terapia Unica ou associada, no tratamento
do trauma experimental a medula espinhal
de ratos Lewis.

3.2. Objetivos especificos

1. Avaliar a capacidade motora de ratos
Lewis ap0s trauma experimental a medula
espinhal e tratamento com CDT e CTM, em
terapia Unica ou associada;

2. Avaliar as alteragbes anatomo
patoldgicas da medula espinhal, apds
trauma experimental e terapia com CDT e
CTM, com realizacdo de cortes seriados e
coloragdo com hematoxilina-eosina;

3. Quantificar por meio de avaliagdo
imunoistoquimica os astrécitos  (anti-
GFAP), neurdnios (anti-NeuN) e vimentina
na medula espinhal ap6s trauma
experimental e terapia com CDT e CTM;

4. Avaliar a expressdo génica do fator
neurotdfico derivado do encéfalo (BDNF),
neurotrofina 3 (NT-3), fator de crescimento
do endotélio vascular (VEGF) e seu
receptor KDR, molécula de adesdo
endotélio plaquetaria (PECAM-1) e caspase
3 na medula espinhal ap6s trauma
experimental e terapia com CDT e CTM.
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4. REVISAO DE LITERATURA
4.1. Fisiopatologia da lesdo medular

Quando a medula espinhal é submetida a
acdo traumatica, dependendo da forca
inicial, ocorre rompimento de axdnios e de
vasos, por acdo mecéanica priméria. A
barreira hemato-espinhal fica
comprometida levando a influxo de
elementos  vasculares, como células
inflamatdrias, para o parénquima espinhal
(Ng et al, 2011). Essa lesdo inicial
desencadeia uma série de acontecimentos,
0s eventos secundarios, causados por
interrupcdo na perfusdo vascular normal,
mudancas eletroliticas, e por uma cascata
de mediadores da degeneragdo tecidual:
produtos dos leucdcitos, prostaglandinas,
leucotrienos, radicais livres e excitotoxinas
(Colter e Rucker, 1988; Braund et al., 1990;
Tator e Fehlings, 1991; Summers et al.,
1995; Kornegay, 1998; Lu et al., 2000; Lee
et al., 2005). A ocorréncia de isquemia, 0
aumento de célcio intracelular, a
peroxidacao de lipidios pelos radicais livres
(Coughlan, 1993) e a apoptose
desempenham  papéis  essenciais na
ocorréncia desses eventos secundarios
(Springer, 2002).

A isquemia progressiva pds-traumatica
desempenha funcgdo impar na patogénese do
trauma medular agudo (Hedeman e Sil,
1974; Tator e Fehlings, 1991; Kornegay,
1998; Han et al., 2012). Além das
alteracbes locais na wvasculatura, como
lesbes diretas aos pequenos vasos e perda
da autorregulardo, esse tipo de trauma
também causa mudancas circulatorias
sisttmicas como hipotensdo, diminuicdo do
débito cardiaco e reducdo da perfusdo
tecidual (Tator e Fehlings, 1991; Taoka e
Okajima, 1998; Ng et al.,, 2011). Essa
perfusdo tecidual deficiente resulta em
hipéxia celular, com diminuicdo do

oxigénio e da glicose e conversdo para 0
metabolismo anaerdbico. Vias anaerdbicas
produzem quantidades deficientes de
adenosina trifosfato (ATP) e ainda formam
substancias potencialmente lesivas como
lactato, prostaglandinas e radicais livres de
oxigénio (Janssens, 1991). O acUmulo de
metabolitos do &cido Ilatico determina
acidose e morte celular com liberagdo do
conteudo lisossomal composto de enzimas
hidroliticas que agravam o dano tecidual
(Colter e Rucker, 1988). A deplecdo de
ATP leva a faléncia das bombas da
membrana que mantém a concentragdo
ibnica, levando ao acumulo de sddio e
calcio dentro das células (Janssens, 1991;
Jeffery e Blackmore, 1999).

O excesso de sodio resulta em edema
celular e o célcio ativa enzimas lesivas a
proteinas e lipidios intracelulares levando
ao rompimento de membranas celulares
(Jeffery e Blackmore, 1999). Uma
importante enzima ativada pelo excesso de
calcio intracelular é a fosfolipase A, que
cliva o &cido araquidénico da membrana
fosfolipidica iniciando uma resposta
inflamatdria em cascata (Hausmann, 2003;
Talac et al., 2004; Grill, 2005; Kwon et al.,
2005). Esse acido é metabolizado através da
via das cicloxigenases para formar
prostaglandinas e pela via das lipoxigenases
para originar os leucotrienos (Janssens,
1991; Coughlan, 1993). As prostaglandinas
e o0s leucotrienos causam aumento da
permeabilidade vascular resultando em
extravasamento de plasma, edema tecidual
e hemoconcentracdo. A partir do &cido
araquidoénico  também  é  formado
tromboxano que causa estase nos vasos e
potencializa a agregacdo plaquetaria (Colter
e Rucker, 1988).

Paralelamente, ocorre quimiotaxia de

leucdcitos, principalmente neutréfilos, e
macrofagos. Esse infiltrado inflamatodrio,
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junto com a micréglia residente, liberam
enzimas proteoliticas e oxidativas, e
também citocinas pré-inflamatérias que
acentuam o processo de morte celular no
tecido que circunda o local original da leséo
(Hausmann, 2003; Rowland et al., 2008).
Em decorréncia da destruicdo celular ocorre
liberag&o de radicais livres que reagem com
diversos componentes celulares causando
peroxidagdo dos lipidios (Janssens, 1991).
Os radicais livres atacam todos o0s
componentes  celulares, mas reagem
principalmente com o0s 4&cidos graxos
insaturados da membrana fosfolipidica
(Coughlan, 1993). A peroxidacdo dessa
camada causa desalinhamento dos lipidios,
alterando a integridade da membrana, a
fluidez e a manutencdo dos gradientes
idnicos (Brown e Hall, 1992). Os radicais
livres também podem causar lesGes diretas
ao tecido neuronal e contribuir para as
lesbes isquémicas através de danos a
microvascularizacdo (Janssens, 1991).

As lesbes agudas sdo frequentemente
acompanhadas por hemorragia, reagéo
inflamatéria e edema, que comegam na
substancia cinzenta, e em algumas horas se
expandem envolvendo a substancia branca
e 0s segmentos medulares adjacentes
(Colter e Rucker, 1988; Braund et al.,
1990). No primeiro momento, essa
expansdo ocorre por necrose das células

adjacentes, quase imediatamente apds o
trauma e, depois por um processo de morte
mais tardio, caracterizado por apoptose
neuronal, seguida por ativacdo microglial e
apoptose de oligodendrdcitos (Lu et al.,
2000; Beattie, 2004). A ativacdo de
proteases da familia caspase é considerada
COmMO um processo chave para a apoptose e,
tem sido relatada que a caspase 3 tem um
papel crucial nesse tipo de morte celular
desencadeada pela lesdo da medula espinhal
(Springer, 2002; Dasari et al., 2007).

A cascata de eventos secundarios continua a
ocorrer nas semanas que seguem a lesdo
medular, levando a formacgdo de cistos e
cavidades no centro da lesdo que exacerbam
a disfuncéo neuroldgica levando a perda de
fungdes motora e/ou sensoriais (Colter e
Rucker, 1988; Gril, 2005) (Fig. 1). O
epicentro entdo se torna necrético,
macréfagos sdo recrutados para remover
debris celulares e restos de mielina e,
fibroblastos da meninge migram para a
ferida (Kundi et al., 2013). As alteracdes
patolégicas que acompanham  esses
acontecimentos sdo caracterizadas por
hemorragias, extravasamento de plasma,
edema intracelular, necrose, cavitagdes,
gliose e perda da arquitetura histoldgica
(Hedeman e Sil, 1974; Tator e Fehlings,
1991).
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DANO PRIMARIO

DANO SECUNDARIO

Figura 1. Esquema demonstrando a expansdo da lesdo priméria frente & ocorréncia dos eventos
secundarios que resulta na formacdo de cistos e cavidades exacerbando a disfuncdo neuroldgica

(Adaptado de Taoka e Okajima, 1998).

O processo de reparagcdo apo6s a lesdo
medular é acompanhado de angiogénese
(Xin-min et al., 2005; Mahoney et al., 2009;
Ng et al., 2011), que auxilia na reducao do
dano secundario levando oxigénio e
nutrientes para o sitio de regeneracdo e
removendo 0s restos metabdlitos. Dessa
forma, a necrose que acompanha a lesdo
medular pode ser minimizada por esses
NOVOS vasos, que protegem o tecido nervoso
da isquemia e melhoram a recuperagédo pos-
lesdo. Essa angiogénese é regulada por
proteinas produzidas em resposta a privacéo
de oxigénio, como o fator de crescimento
do endotélio vascular (VEGF), o fator de
crescimento do fibroblasto e matriz
metaloproteinases (Kundi et al., 2013).

O VEGF é um dos fatores angiogénicos
mais importantes que atuam apés a lesdo
medular. Ele tem funcbes multiplas que
incluem estimulo a mitose de células
endoteliais e aumento de sua sobrevivéncia
por vias antiapoptéticas, vasodilatacdo,
aumento da permeabilidade vascular (Patel
et al., 2009), estimulo a morfogénese do
vaso sanguineo e regulacdo da funcdo das
células endoteliais (Kundi et al., 2013).
Além disso, ele ainda tem agdo
neuroprotetora direta em neurdnios da

medula espinhal de ratos, provavelmente
mediada por seu receptor kinase (Xin-min
et al, 2005), promovendo maior
crescimento dos axbnios apo6s lesdo
medular (Jin et al., 2011).

Considerando as implicagbes da isquemia
na fisiopatologia do trauma medular,
entender o mecanismo pelo qual a
revasculariza¢do ocorre e manipula-lo pode
ser ferramenta interessante para limitar o
avanco dos danos secundarios e obter
neuroprotecdo (Ng et al., 2011; McCreedy e
Sakiyama-Elbert, 2012). Dessa forma,
estratégias terapéuticas que promovem a
angiogénese costumam ser efetivas em
reduzir o dano secundario, promover
brotamento  axonal e melhorar a
recuperacdo funcional (Xin-min et al.,
2005; Mahoney et al., 2009; Patel et al.,
2009; Jin et al. 2011; Han et al., 2012;
Kundi et al., 2013).

4.2. O efeito inibitdrio da cicatriz glial e a
enzima bacteriana condroitinase ABC

Frente as injdrias ocorridas no trauma
medular agudo, os astrécitos reagem com
hipertrofia e aumento da expressdo de
filamentos intermediérios, como a proteina
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acida fibrilar glial (GFAP) e a vimentina, é
a chamada gliose reativa (Silver e Miler,
2004; Xia et al., 2008; Luna et al., 2010). A
ativacdo e hipertrofia dessas células,
associada a resposta inflamatéria ao trauma,
levam a formacéo da cicatriz glial (Hu et
al., 2010). Os astrocitos reativos sdo o
principal componente dessa cicatriz e atuam
como uma barreira fisica e quimica a
regeneracdo axonal. Eles produzem os
PGSC (Silver e Miler, 2004; Tom e Houlé,
2008)  considerados  0s  principais
responsaveis por prejudicar o brotamento
axonal (lkegami et al., 2005; Yiu e He,
2006; laci et al., 2007; Garcia-Alias et al.,
2008; Rolls et al., 2008; Buffo et al., 2010).

Os PGSC consistem em um nucleo proteico
ao qual muitas cadeias de
glicosaminoglicanos  sulfatados (GAG)
estdo covalentemente ligadas (Tom et al.,
2004; Crespo et al., 2007). Durante a fase
de desenvolvimento do sistema nervoso
central, essas moléculas formam barreiras
que guiam o crescimento axonal (Ikegami
et al., 2005; Iseda et al., 2008), coincidindo
com o final do periodo critico da
plasticidade (Galtrey et al., 2008). Eles
também estdo presentes nas  redes
perineurais de mamiferos adultos, sendo os
principais  constituintes da  matriz
extracelular que circunda neurdnios e
células da glia. A presenca dos PGSC ao
redor das sinapses maduras parece limitar a
plasticidade nesses locais (Yiu e He, 2006;
laci et al., 2007; Garcia-Alias et al., 2008;
Zhao e Fawcett, 2013). A expressdo dessas
moléculas é aumentada frente & ocorréncia
de danos no sistema nervoso central. Na
injaria medular, a expressdo de PGSC é
méaxima na segunda semana, com niveis
progressivamente mais baixos até o 49° dia
(Iseda et al., 2008).

Apesar do conhecido efeito inibitério na
regeneracdo neuronal, os PGSC exercem

um papel dubio, com crescente evidéncia de
prover beneficios funcionais ao estabilizar o
sistema nervoso central logo ap6s a lesdo
(Silver e Miller, 2004; Jin et al. 2011,
Sofreniew, 2012). Na fase aguda, apds uma
lesdo, essas moléculas atuam na ativacdo da
micrdglia/macréfagos causando aumento na
expressdo de fator de crescimento
semelhante & insulina (IGF-1) e
metaloproteinase da matriz e, diminuigdo
dos niveis de fator de necrose tumoral alfa.
Portanto, nessa fase, os PGSC tém papel
benéfico, e possivelmente também atuam
como uma barreira fisica, limitando a
extensdo das lesbes. Entretanto, torna-se
deletério na fase cronica, ou quando
presente em quantidade excessiva (Crespo
et al., 2007; Rolls et al., 2008), causando a
falha em regenerar os axonios da medula
espinhal e formar sinapses funcionais (laci
et al., 2007; Buffo et al., 2010).

A cicatriz glial, além dos PGSC, contém
outras moléculas inibitérias que incluem
proteinas associadas a mielina, como a
glicoproteina associada a mielina (MAG),
Nogo-A, e glicoproteina oligodendrocito-
mielina  (OMgp), expressas  por
oligodendrécitos (Sun e He, 2010; Wright
et al., 2011; Kundi et al., 2013). A presenca
dessas moléculas estd relacionada com a
menor capacidade regenerativa dos axonios
no sistema nervoso central (Silver e Miller,
2004; Iseda et al., 2008; Webb et al., 2010)
que, somada ao acumulo de compostos
relacionados a degeneracdo e ao mau
funcionamento da resposta imune (Colter e
Rucker, 1988; Rolls et al., 2008), podem
levar a uma paralisia permanente (Bradbury
et al., 2002).

Quando o0s axb6nios danificados se
confrontam com a natureza inibitéria da
cicatriz glial, conferida por moléculas como
PGSC, eles se tornam distroficos (Tom et
al., 2004) e, em alguns casos, apresentam-se
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contorcidos nas proximidades da cicatriz
como se estivessem desviando dela (Davies
et al., 1997 citado por Tom et al., 2004). Hu
et al. (2010) observaram que quatro
semanas apds a lesdo medular, a
demarcacéo entre a cicatriz glial e o tecido
normal adjacente se torna claramente
definida.  Apenas  poucos  axonios
conseguem penetrar a camada externa da
cicatriz e, uma quantidade ainda menor na
parte mais interna. Esses dados oferecem
evidéncias diretas indicando o potencial
regenerativo dos axénios e sua inibicao pela
cicatriz glial. Além disso, nota-se que a
reducdo ou supressdo dessa cicatriz pode
ser uma estratégia terapéutica capaz de
promover regeneracdo axonal (laci et al.,
2007; Galtrey et al., 2008; Garcia-Alias et
al., 2008; Iseda et al., 2008; Wright et al.,
2011).

A enzima bacteriana condroitinase ABC
fragmenta as GAGs do nucleo protéico dos
PGSC (laci et al., 2007; Garcia-Alias et al.,
2008; Iseda et al., 2008; Hyatt et al., 2010;
Wright et al., 2011), as quais conferem a
maioria de suas propriedades inibitorias
(Tom et al., 2004; Crespo et al., 2007). A
utilizagdo dessa enzima tem demonstrado
aumentar a regeneragdo e brotamento
axonal (Garcia-Alias et al., 2009; Tom et
al.,, 2009; Lin et al, 2011), promover
melhor desempenho funcional ap6s leséo da
medula espinhal (Bradbury et al., 2002;
Ikegami et al., 2005; Huang et al., 2006; Hu
et al., 2010; Karimi-Abdolrezaee et al.,
2010) e aumentar a plasticidade sinaptica
(Massey et al., 2006; Tom e Houlé, 2008;
Zhao e Fawcett, 2013). Além disso, a
degradacdo dos PGSC pela condroitinase
ABC resulta na formacdo do 6-sulfato
dissacarideo  que possui potentes
propriedades neuroprotetoras (Lin et al.,
2011) , sendo capaz de modular a microglia
e promover aumento dos niveis de IGF-1 e
BDNF in vivo e in vitro promovendo

recuperacdo funcional. Esse dissacarideo
possivelmente contribui aumentando 0s
efeitos benéficos dessa enzima (Rolls et al.,
2008).

4.3. Acdo das células tronco e das
neurotrofinas na lesdo medular

As células tronco adultas tém sido
intensamente estudadas devido a sua
potencial acdo reparadora para tratar
diversas doengas (Pittenger et al., 1999),
como isquemias e injdrias traumaticas e
neurodegenerativas (Sykova e Jendelova,
2007; Vaquero e Zurita, 2011). O interesse
por essas células também se justifica devido
a auséncia de implicagbes éticas a sua
utilizagcdo, o que ndo ocorre com as células
tronco embriondrias (Jiang et al., 2002;
Kitada, 2012).

Uma das fontes mais promissoras de células
tronco adultas é a medula dssea, que
contém populacdo heterogénea de células
divididas em células tronco
hematopoiéticas,  células  progenitoras
hematopoiéticas e células  tronco
mesenguimais (CTM) (Sykova e Jendelova,
2007; Kitada, 2012). As células tronco
hematopoiéticas e mesengquimais podem se
diferenciar, respectivamente, em células de
linhagens hematopoiéticas e mesenquimais
(Wright et al., 2011), embora essa Ultima
também possa se diferenciar in vitro em
células com caracteristicas da linhagem
mesoderma visceral, neuroectoderma e
endoderma (Jiang et al., 2002).

As CTM representam populacdo de células
indiferenciadas e de crescimento rapido. Da
mesma maneira que ocorre com as células
hematopoiéticas, um marcador molecular
exclusivamente expresso por essas células
ainda ndo foi identificado. Para resolver
esse problema, a International Society for
Cellular Therapy propds trés critérios para
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definir essas células: aderéncia ao pléastico,
expressdo especifica de antigenos de
superficie e potencial de diferenciacdo
multipotente. Dessa forma, elas precisam
aderir ao plastico quando mantida em
condicBes de cultura padrdo; 95% ou mais
devem expressar CD105, CD73 e CD90,
mensurado por citometria de fluxo,
adicionalmente 2% ou menos devem
expressar CD45, CD34, CD14 ou CD11b,
CD79a ou CD19 e antigeno-DR
leucocitario humano classe Il (HLA-DR); e,
além disso, devem ter a capacidade de
diferenciagdo em osteoblastos, adipocitos e
condrdcitos sob condicOes de diferenciacao
padrdo in vitro (Dominici et al., 2006;
Vaquero e Zurita, 2011; Wright et al.,
2011).

Para o transplante clinico, as CTM séo
bastante atrativas, pois sdo isoladas
facilmente ap0s aspiragdo da medula 6ssea,
expandidas e reintroduzidas no paciente
como enxerto autélogo (Vaquero e Zurita,
2011; Wright et al., 2011), eliminando a
necessidade de imunossupressdo (Paul et
al., 2009; Kitada, 2012). Além disso, em
caso de dano ou isquemia grave, elas sdo
atraidas para o local da injuria, dispensando
a necessidade de aplicacdo diretamente no
local lesionado (Sykova e Jendelova, 2007).
Outra vantagem de sua utilizacdo é a
pequena expressdo de antigenos do
complexo de histocompatibilidade maior
(classe 1), implicando em baixa
antigenicidade, uma grande vantagem para
consideracdo no protocolo de terapia celular
(Chen et al., 2005; VVaquero e Zurita, 2011).
Essas células primeiramente despertaram a
atencdo como potenciais candidatas ao
tratamento de doencas que afetam os
tecidos mesodérmicos. Entretanto, tornou-
se evidente que elas poderiam ser usadas
para tratar afecges do sistema nervoso
(Maltman el al., 2011), com base em
pesquisas que comprovam recuperagdo

funcional em modelos animais de varios
distirbios  neuroldgicos, como leséo
medular, isquemia e trauma encefalico
(Chen et al., 2001; Mahmood et al., 2005;
Honma et al., 2006; Vaquero et al., 2006;
Takeuchi et al., 2007; Osaka et al., 2010;
Walker et al.,, 2010; Carvalho, 2011;
Quertainmont et al., 2012; Nakajima et al.,
2012).

O mecanismo preciso no qual as CTM
transplantadas  promovem  recuperagdo
funcional apds uma lesdo medular ainda
ndo estd esclarecido, mas varias hipdteses
tém sido sugeridas para explicar sua agéo
terapéutica (Osaka el al., 2010; Vaquero e
Zurita, 2011). Em modelos animais, o
transplante dessas células tem promovido
neuroprotecdo (Honma et al., 2006;
Rodrigues Hell et al., 2009), angiogénese
(Sykova e Jendlova, 2005), brotamento
axonal (Hofstetter et al., 2002; Vaquero et
al., 2006; Liu et al., 2007; Sasaki et al.,
2009; Nakajima et al., 2012),
remielinizagdo (Akiyama et al., 2002),
reducdo na apoptose (Caldeira, 2011),
imunomodulagdo (Rodrigues Hell et al.,
2009) e reducéo na cicatriz glial (Nakajima
etal., 2012).

O principal mecanismo de agdo dessas
células relaciona-se com a influéncia
exercida no meio ambiente da lesdo
medular devido a secrecdo de fatores
soliveis e a promogdo de matrix
extracelular que fornece protecdo e
favorece o reparo axonal (Paul et al., 2009;
Kitada, 2012; Quertainmont et al., 2012).

As CTM sintetizam uma série de fatores
neurotroficos, ou neurotrofinas, que
estimulam o crescimento do nervo, entre
elas o fator neurotréfico derivado do
encéfalo (BDNF), o fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF), a neurotrofina -
3 (NT-3), a neurotrofina-4 (NT-4) e o fator
de crescimento do nervo (NGF). Essas
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proteinas sdo fatores de crescimento que
promovem o desenvolvimento, crescimento
e sobrevivéncia neuronal (Mahmood et al.,
2005), caracteristicas que fazem dessas
celulas ferramenta terapéutica capaz de
promover crescimento axonal e melhorar
aspectos comportamentais apds lesdo
medular (Webb et al., 2010).

Outra maneira pela qual essas células
modificam o ambiente é por meio da
imunomodulacdo (Uccelli et al., 2011,
Kitada, 2012). Dessa forma, as CTM levam
a reducdo da astrogliose e da ativacéo
microglial, consequentemente ha uma
menor expressdo de GFAP, o que pode
contribuir para melhorar a sobrevivéncia
neuronal e estabilidade sinaptica (Rodrigues
Hell et al., 2009). Adicionalmente, ocorre a
liberacdo de moléculas anti-apoptoéticas e
citocinas anti-inflamatorias (Uccelli et al.,
2011). Ao modificar a inflamagdo do
ambiente, elas reduzem a formacdo da
cicatriz glial e criam ambiente mais
permissivo ao crescimento axonal e, com
isso, contribuem para diminuir a formacao
de cavidades (Paul et al., 2009).

Portanto, apdés o transplante celular, pelo
menos numa fase inicial, diferente
processos  regenerativos, incluindo a
liberacdo de fatores neurotroficos ou
ativacdo de mecanismos enddégenos, podem
trabalhar juntos para restaurar fungdes
neurolégicas (Vaquero e Zurita, 2011;
Quertainmont et al., 2012).

Outro mecanismo proposto para explicar o
efeito terapéutico das CTM ¢é a
neurogénese. Embora controversa, a
transdiferenciacdo de células da medula
6ssea em células neuronais parece ocorrer
apo6s o transplante celular em resposta a
varios estimulos genéticos, quimicos e/ou
fisiologicos (Honma et al., 2006; Osaka el
al., 2010; Uccelli et al., 2011). Trés teorias

principais tentam explicar a neurogénese
mediada pelas CTM: transdiferenciacdo,
fusdo celular e atividade paracrina por meio
da liberacédo de fatores sollveis (Maltman el
al., 2011). Na maioria das vezes, a
caracterizacdo  fenotipica das células
transdiferenciadas se limita a deteccdo de
um marcador especifico, sem constatacdo
de nenhuma atividade especifica, ou seja,
ndo fica comprovado, por exemplo, que a
CTM transdiferenciada em célula glial seja
capaz de sintetizar mielina. Entretanto,
alguns  estudos  comprovam  essas
particularidades, como o de Cho et al.
(2005) que evidencia atividade
eletrofisiologica, caracterizando  fungdo
neuronal, nas CTM transplantadas. Um fato
interessante € que quando se compara CTM
induzidas e ndo induzidas, antes do
transplante na medula espinhal lesionada,
ndo ocorre diferenca na regeneracao axonal
promovida pelos dois tipos de células.
Além disso, a diferenciacdo glial ou
neuronal antes do transplante dessas células
ndo € necessdria para  promover
remielinizacdo, regeneracdo axonal e
recuperacdo funcional (Wright et al., 2011).
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5. MATERIAL E METODOS

Esse projeto foi desenvolvido de acordo
com as normas estabelecidas pelo Comité
de Etica em Experimentacio Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais
(CETEA/UFMG), aprovado sob protocolo
de n°145/11 (Anexo 1).

Foram utilizadas as bases fisicas e a
infraestrutura do Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinarias (DCCV) da Escola de
Veterinaria (EV) e do Departamento de
Bioguimica e Imunologia do Instituto de
Ciéncias  Bioldgicas  (ICB), ambos
localizados na Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), sendo o trabalho
desenvolvido principalmente nas seguintes
estruturas:

- Biotério Experimental do Centro de
Experimentacdo de Pequenos Animais do
DCCV da EV/UFMG;

- Sala de Cirurgia Experimental de
Pequenos Animais do DCCV da
EV/UFMG;

- Laboratério de Patologia e
Imunoistoquimica do Setor de Patologia
Veterinaria do DCCV da EV/UFMG;

- Ndcleo de Célula Tronco e Terapia
Celular do DCCV da EV/UFMG;

- Laboratério de Patologia Molecular do
Setor de Patologia Veterinaria do DCCV da
EV/UFMG;

- Laboratério de Imunologia Celular e
Molecular do ICB/UFMG.

5.1. Coleta da medula éssea, isolamento e
cultivo das células tronco mesenquimais
da medula dssea transgénicas para
proteina verde fluorescente

As CTM da medula 6ssea foram obtidas e
cultivadas  segundo  protocolos  ja
estabelecidos (Tropel et al., 2004; Boeloni
et al., 2009; Caldeira, 2011).

Foram utilizados trés Rattus norvegicus da
linhagem Lewis, machos, com dois meses
de idade, transgénicos para proteina verde
fluorescente - GFP (LEW-Tg eGFP
F455/Rrrc). Os animais foram provenientes
do Biotério do ICB da UFMG, sendo suas
matrizes oriundas da Universidade de
Missouri nos Estados Unidos da América.
As alteracBes genéticas desses animais
foram caracterizadas pela presenca do vetor
lentivirus, contendo o gene eGFP sob o
controle do promotor de ubiquitina C.

Os ratos receberam sobredose de tiopental
sodico' (180 mg/kg), via intraperitoneal e,
durante o periodo de laténcia da droga,
foram submetidos & tricotomia dos
membros posteriores. Em seguida, foi
realizada puncdo cardiaca com retirada de
sangue para diminuir a contaminagao
durante a coleta dos 0ssos. Apds esse
Gltimo procedimento, todos 0s animais
sofreram parada cardiaca.

Apos antissepsia, 0s fémures e as tibias dos
animais foram coletados cirurgicamente,
dissecados de tecidos musculares e
conectivos adjacentes, e colocados em um
tubo de 50 mL estéril contendo o meio
DMEM? acrescido de gentamicina® (60
mg),  penicilina®  (10.000  un/mL),
estreptomicina (1.000 pg/mL) e
anfotericina® (25 pg/mL).

Na sala de cultura celular, dentro do fluxo
laminar, foram removidas as epifises
proximal e distal de cada 0sso e, com o
auxilio de uma seringa com o meio descrito
acima, o canal medular foi limpo. O lavado

! Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda, Itapira, SP, Brasil.

2 Dulbecco’s modified Eagle’s médium, Gibco,
Grand Island, NY, USA.

3 Ariston Indistrias e Farmacéuticas Ltda, Sdo
Paulo, SP, Brasil.

* Penicillin and streptomycin, Invitrogen, Life
Technologies, USA.

5 Amphotericin, Invitrogen, Life Technologies,
USA.
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oriundo dos canais medulares foi coletado
em tubo de 50 mL estéril, formando ao final
um pool das medulas dsseas dos ratos. O
tubo foi centrifugado a 1.400 rpm durante
10 minutos. Ap6s descarte do sobrenadante,
0 pellet foi suspenso novamente em 20 mL
do meio descrito acrescido de 10% de soro
fetal bovino®. As células foram cultivadas
em garrafas T 75', contendo 10 mL do meio
acrescido do soro fetal bovino, em estufa a
37°C e 5% de CO,. O meio de cultivo foi
trocado duas vezes por semana e quando
era observada 80 a 90% de confluéncia das
células, elas eram suspensas utilizando a
enzima tripsina® e replicadas. Esse
procedimento foi feito quatro vezes até o
dia da inoculag&o celular nos animais.

5.1.1. Caracterizagdo fenotipica das
células tronco mesenquimais da medula
Ossea transgénicas para proteina verde
fluorescente por citometria de fluxo

O fendtipo celular foi analisado por meio da
expressao de moléculas de superficie (CD —
cluster of differentiation). As células
aderentes foram suspensas com a utilizacéo
de tripsina, centrifugadas por cinco minutos
a 1200g e diluidas em PBS. Incubou-se
aliquotas contendo 1 x 10° células com os
anticorpos  monoclonais primarios de
camundongo® anti-CD45 (clone 69), anti-
CD73 (clone 5F/B9), anti-CD54 (clone
1A29) e anti-CD90 (clone 0X-7) por 30
minutos a 4°C. Ap6s serem lavadas com
PBS e incubadas com o anticorpo
secundario 1gG anti-camundongo Alexa
488 conjugado *° por mais 30 minutos a 4°

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

"TPP (Techno Plastic Products), Trasadingen,
Switzerland

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

°BD Biosciences, San Jose, CA, EUA.

9 1nvitrogen, Life Technologies, CA, USA.

C, as células foram fixadas em formalina
10%. Como controle negativo da reacéo,
adicionou-se 0 anticorpo secundario as
células ndo marcadas com o anticorpo
primério. Realizou-se a leitura e as analises
em citbmetro de fluxo FACScan
(Fluorescence Activated Cell Analyser)™
com o emprego do software Cell Quest™
com aquisicdo de 20.000 eventos. A
expressdo dos marcadores de superficie
celular foi determinada pela comparacéo
com o controle em gréafico de histograma e
os dados foram analisados usando WinMDI
2.8 software analises (Castanheira et al.,
2009).

5.2. Uso de condroitinase e células tronco
mesenquimais da medula 6ssea, isoladas
ou associadas

5.2.1. Animais

Foram utilizados 50 ratos adultos, linhagem
Lewis, machos, com trés meses de idade e
peso médio de 321g, oriundos do Biotério
da Universidade Estadual de Campinas.

Os ratos foram divididos, aleatoriamente,
em cinco grupos de dez animais e
colocados em caixas pléasticas com quatro
animais cada. Eles receberam racéo
comercial para roedores™ e agua ad libitum,
sendo submetidos a ciclos de claro-escuro
de 12 horas, em ambiente com temperatura
controlada. Eles foram acomodados no
Biotério do Centro de Experimentacdo de
Pequenos Animais da EV-UFMG por pelo
menos 14 dias antes do inicio do periodo
experimental, para  aclimatacdo e

1 FACScan, Becton Dicknson
Immunocytometry, San Jose, CA, EUA.

2 The Cell Quest™ Sftware, Becton Dickinson
Dicknson Immunocytometry Systems, San Jose,
CA, EUA.

13 Nuvilab CR-1®, Nuvital Nutrientes S/A,

Colombo, PR, Brasil
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condicionamento a manipulacdo dos
experimentadores.

5.2.2. Grupos experimentais

Grupo CN - Controle negativo (n=10): os
animais foram submetidos a exposicdo da
medula espinhal por meio de laminectomia.
Apobs sete dias foi realizada reexposicéo
medular e aos 14 dias aplicacéo intravenosa
de PBS.

Grupo PLA - Tratamento com placebo
(n=10): os animais foram submetidos a
laminectomia seguida de trauma medular
compressivo. Apoés sete dias foi realizada
reexposicdo  medular com  aplicagdo
intramedular de liquido cefalorraquidiano
artificial e, aos 14 dias aplicagdo
intravenosa de PBS.

Grupo CDT - Tratamento com
condroitinase ABC (n=10): os animais
foram submetidos a laminectomia seguida
de trauma medular compressivo. Apos sete
dias foi realizada reexposi¢do medular com
aplicagdo intramedular de condroitinase
ABC e aos 14 dias aplicagdo intravenosa de
PBS.

Grupo CTM - Tratamento com células
tronco mesenquimais (n=10): os animais
foram submetidos a laminectomia seguida
de trauma medular compressivo. Apos sete
dias foi realizada reexposi¢do medular com
aplicagdo  intramedular de  liquido
cefalorraquidiano artificial e aos 14 dias
aplicacéo intravenosa de CTM.

Grupo CDT+CTM - Tratamento com
condroitinase ABC e células tronco
mesenquimais (n=10): os animais foram
submetidos a laminectomia seguida de
trauma medular compressivo. Apds sete
dias foi realizada reexposi¢do medular com

aplicacdo intramedular de condroitinase e
aos 14 dias aplicacdo intravenosa de CTM.

5.2.3. Protocolos anestésico e cirurgico

Os animais receberam inducdo e
manutencdo anestésicas com isoflurano®,
fornecido por meio de méscara facial em
sistema semiaberto. Com o0s animais
anestesiados, foi realizada a tricotomia da
regido dorsal, antibidtico profilatico com
cefalotina sddica®® (60 mglkg, IV) e
medicacao pré-anestésica com cloridrato de
tramadol*® (4 mg/kg, SC).

Os ratos foram entdo posicionados em
declbito esternal em uma plataforma de
polietileno com aquecimento, sendo que
nos animais dos grupos com trauma essa
plataforma era conectada ao aparelho
estereotdxico desenvolvido na EV da
UFMG (Torres et al., 2010). A incisdo de
pele e tecido subcutineo foi realizada na
linha média dorsal estendendo-se de T10 a
L1. Os musculos epiaxiais foram afastados
lateralmente ap6s a incisdo de suas
insercdes nos processos espinhosos de T11
a T13. Com auxilio de uma pinca de
Kocher realizou-se ostectomia do processo
espinhoso de T12, e empregando-se drill
pneumatico neuroldgico'’ retirou-se a
lamina dorsal da vértebra (laminectomia). A
broca do drill foi irrigada com solucdo
fisiologica'® para evitar o aquecimento do
tecido.

14 \sofluorane, Cristdlia Produtos Quimicos

Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP, Brasil.

15 Cefalotina, Ariston IndUstrias e Farmacéuticas
Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil.

% Tramadol, Laboratérios Pfizer, Sao Paulo, SP,
Brasil.

" Eccos® Aesculap, Laboratério B. Braun, S&o
Gongalo-RJ, Brasil.

18 Cloreto de sédio a 0,9%, solucéo eletrolitica
injetavel, Laboratério Sanobiol Ltda, Brasil
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Apbs a visualizagdo da medula espinhal
(Fig. 2a), a haste metélica do aparelho
estereotaxico foi colocada em contato com
a dura-mater e solta suavemente
permanecendo cinco minutos exercendo
pressédo de 70,5 g sobre a medula (Fig. 2b),
provocando assim trauma compressivo
(Fig. 2c) de acordo com modelo pré-
estabelecido (Torres et al.,, 2010). Esse
procedimento ndo foi realizado nos animais
pertencentes ao grupo CN, que sofreram
apenas laminectomia, sem trauma. Em
seguida, foi realizada a aproximagdo dos
musculos seccionados com sutura padrdo
Reverdin e redugdo do espaco morto com
sutura simples continua, ambas
empregando-se fio polipropileno 4-0%°. A
dermorrafia foi realizada com o fio
mononylon  4-0° e pontos simples
separados.

Apbs a cirurgia, os animais foram mantidos
em caixas aquecidas até completa
recuperacdo anestésica. Eles receberam
analgesia com cloridrato de tramadol (2
mg/kg, SC) e antibioticoterapia com
cefalexina sédica (30 mg/kg), ambos a cada
12 horas, por via oral, durante cinco dias.
Os animais foram examinados a cada 12
horas e receberam massagem vesical para
esvaziamento da bexiga durante sete dias,
quando todos os animais ja apresentavam
completo retorno da funcdo vesical. Os
pontos de pele foram removidos no sétimo
dia apo6s a cirurgia.

5.2.4. Injecéo intramedular de
condroitinase ABC ou liquido
cefalorraquidiano artificial

Apb6s uma semana da intervengdo cirdrgica
(Fig. 3), os ratos foram submetidos a

®prolene®, Polypropylene sutere, Ethicon
Incorporations, Sdo Paulo, SP, Brasil.

20 Fio inabsorvivel sintético, Johnson & Johnson,
Brasil.

reexposicdo da medula espinhal, adotando-
se 0S mesmos protocolos anestésico e
cirirgico descritos anteriormente. Em
seguida a identificacdo da area submetida a
laminectomia e com auxilio de uma micro
bomba de infusdo conectada a uma seringa
de Hamilton®, foram infundidos no
epicentro da lesdo 4 pL de condroitinase
ABC (0,55 u/pL) nos animais dos grupos
CDT e CDT+CTM; ou, 4 pL de liquido
cefalorraquidiano artificial nos animais do
grupo PLA e CTM, ambos a velocidade de
0,8 pL/min (Fig. 2d). Ap6s o término da
aplicagdo, a agulha permaneceu no local
por mais um minuto para evitar o
extravasamento do liquido. Terminado esse
procedimento, foram realizadas a
aproximagdo dos musculos seccionados, a
reducdo do espaco morto, a dermorrafia e
0s procedimentos pos-operatorios seguindo-
se o protocolo descrito no item anterior.

525. Injecdo de células tronco
mesenquimais da medula éssea ou PBS

Imediatamente antes da inoculacdo nos
animais, as células foram avaliadas quanto
a viabilidade celular pelo azul de tripan.
Apds suspensdo com tripsina e adicdo de
DMEM com 10% de soro fetal bovino, as
células foram colhidas, centrifugadas e, o
pellet contendo as células suspenso
novamente em 2 mL de DMEM. Retirou-se
2 L dessa suspensdo e adicionou-se a 49
ML de PBS e 49 uL de azul de tripan e, na
camara de Neubauer foi determinado o
nimero total de células e o numero de
células viaveis. Esse numero de células
viaveis foi utilizado para determinar o
volume de tampdo fosfato salino (PBS)
estéril a ser adicionado ao pellet de células
para uma concentracdo final de 5 x 10°
celulas/mL, utilizada para o transplante

! Seringa 1701 RN-HP 10uL SYR, Hamilton
Company, Reno, NV, USA.
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celular. Antes de serem colocadas nessa
concentragdo final, as células foram lavadas
trés vezes com PBS para retirada de
resquicios de soro fetal bovino que poderia
causar reacdo de rejeicdo nos animais.

A injecdo das células ou do PBS foi
realizada apds duas semanas da primeira
intervengdo cirdrgica (Fig. 3). Para esse
procedimento, os ratos foram contidos

manualmente e receberam uma injecdo de
0,2 mL na veia caudal. Os animais dos
grupos CN, PLA e CDT receberam PBS e,
0os dos grupos CTM e CDT+CTM
receberam 0 mesmo volume de PBS
contendo cerca de 1 x 10° de CTM.

Figura 2. Fotografias a, b e ¢ demonstram animal em procedimento cirlrgico de trauma medular
experimental. a) Visualizacdo, ap6s laminectomia, da medula espinhal com aspecto normal (seta); b)
Lesdo compressiva da medula com peso de 70,5 g (seta); ¢) Visualizacdo da medula com hemorragia apds
o0 trauma (seta). d) Infusdo intramedular de condroitinase ou liquido cefalorraquidiano artificial, observa-
se a micro bomba de infuséo (estrela) conectada a uma seringa de Hamilton (seta).
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5.2.6. Avaliacdo da capacidade motora

A avaliagdo da capacidade motora foi
realizada em todos os animais 24 horas
antes e ap0s a primeira cirurgia, bem como
a cada quatro dias até dois dias antes da
eutanasia (Fig. 3). Antes do inicio das
avaliagdes, os animais foram colocados no
campo plano por duas vezes, com o intuito
acostuma-los ao ambiente do teste. A
avaliacdo realizada 24 horas apés o
primeiro  procedimento  cirargico  foi
intitulada avaliacdo 1, por ser a primeira

procedimento experimental potencialmente
lesivo. Foi utilizada a escala de escores
motores proposta por Basso, Beatie e
Bresnahan (BBB) (Basso et al., 1995)
(Quadro 1). Os animais foram colocados
em campo plano de 1m? e filmados durante
dois  minutos. Os  filmes  foram
posteriormente  assistidos  por  dois
avaliadores indiferentes aos grupos dos
animais. Eles classificaram o padrdo
locomotor e atribuiram escores de zero a 21
de acordo com a escala proposta.

apos

submissdo dos animais a

Quadro 1. Escala de escores para a capacidade motora de ratos proposta por Basso, Beatie e Bresnahan

(1995).
Escore Capacidade Motora

0 Nenhum movimento observavel nos membros posteriores

1 Movimento discreto de uma ou duas articulagbes, normalmente o quadril (coxofemoral) ou joelho
(femerotibiopatelar)

2 Movimento extenso de uma articulacéo ou
Movimento extenso de uma articulagdo e discreto de outra

3 Movimento extenso de duas articulagdes

4 Movimento discreto das trés articulagbes do membro posterior

5 Movimento discreto de duas articulagdes e extenso da terceira

6 Movimento extenso de duas articulagGes e discreto da terceira

7 Movimento extenso das trés articulagdes do membro posterior

8 Andar tocando no chdo mas sem apoio do peso ou
Posicdo plantar do membro sem apoio do peso

9 Posicéao plantar do membro com apoio do peso quando parado ou
Apoio de peso ocasional, frequente ou consistente na passada dorsal e sem passada plantar

10 Suporte de peso ocasional na passada plantar, sem coordenacéo dos membros toracicos e pélvicos

11 Apoio do peso frequente a consistente na passada plantar sem coordenagdo dos membros torécicos
com os pélvicos

12 Apoio do peso frequente a consistente na passada plantar com ocasional coordenag¢do dos membros
toracicos e pélvicos

13 Apoio do peso frequente a consistente na passada plantar com frequente coordenagdo dos membros
toracicos e pélvicos

14 Consistente apoio de peso na passada plantar, consistente coordenagdo dos membros toracicos e
pélvicos, e a posicdo predominante do membro quando em locomogdo € rotacionado (externa ou
internamente) quando faz contato inicial com a superficie, bem como imediatamente antes de ser
levantado no final da postura; ou
Passada frequentemente plantar com consistente coordenagdo dos membros toracicos e pélvicos e
passadas dorsais ocasionais

15 Passada plantar consistente com consistente coordenagdo dos membros toracicos e pélvicos, sem
levantar dos dedos dos pés; ou ocasional levantar dos dedos do pé ao avancar do membro, a posicao
predominante do membro é paralela ao corpo ao contato inicial

16 Passada plantar consistente com consistente coordenagdo dos membros toracicos e pélvicos durante
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a marcha, e o levantar dos dedos dos pés ocorre frequentemente durante o avangar do membro para
frente; a posi¢do predominante do membro é paralela ao corpo ao contato inicial e rotacionada ao
final do movimento

17

Passada plantar consistente com consistente coordenagdo dos membros toracicos e pélvicos durante
a marcha, e o levantar dos dedos dos pés ocorre frequentemente durante o avangar do membro para
frente; a posi¢do predominante do membro é paralela ao corpo ao contato inicial e final do
movimento

18

Passada plantar consistente com consistente coordenagdo dos membros toracicos e pélvicos durante
a marcha, o levantar dos dedos dos pés ocorre consistentemente durante o avangar do membro para
frente; a posi¢do predominante do membro é paralela ao corpo ao contato inicial e rotacionada ao
final do movimento

19

Passada plantar consistente com consistente coordenagdo dos membros toracicos e pélvicos durante
a marcha, o levantar dos dedos dos pés ocorre consistentemente durante o avancar do membro para
frente; a posicdo predominante do membro é paralela ao corpo ao contato inicial e ao final do
movimento; e a cauda esta abaixada em parte ou todo o tempo

20

Passada plantar e marcha coordenada consistentes, levantar dos dedos dos pés consistente, posi¢ao
predominante do membro € paralela ao corpo ao contato inicial e ao final do movimento; cauda
consistentemente para cima e instabilidade do tronco

21

Passada plantar e marcha coordenada consistentes, levantar dos dedos dos pés consistente, a
posicdo predominante do membro é paralela o0 movimento todo, consistente estabilidade do tronco,
cauda constantemente levantada

5.2.7. Eutanasia

composto por dez animais, seis foram
destinados a avaliacdo anatomopatolégica e

Trinta dias ap6s o trauma ou laminectomia
(Fig. 3), todos os animais foram submetidos

imunoistoquimica e  quatro  foram
destinados a avaliacdo da expressdo génica

a eutanasia com sobredose de tiopental por meio da reagdo em cadeia da
sodico (180 mg/kg), por via intraperitoneal, polimerase.
seguida de puncéo cardiaca com retirada de
sangue. De cada grupo experimental
laminectomia injecdo CDT injecéo CTM e
ou trauma ou placebo ou placebo eutanasia
BBBl‘l 888| [EEE BBB BBB BBB BBB BBB BBB
Aval OJll Aval. Awval 2| Aval. 3 Aval 4 Aval 5 Aval g Aval. 7| Avald
R E EEN [ S ST EVANENES S
Dias @1 2 3465 E@B 9 10 N1 1213@15151?18192021 22 232425252?2829@

Figura 3. Linha de tempo demonstrando a localizacdo temporal dos procedimentos: avaliacdo da
capacidade motora pela escala de escores motores proposta por Basso, Beatie e Bresnahan (BBB) desde a
avaliacdo zero (Aval. 0), realizada antes do procedimento cirlrgico, até a Gltima (Aval. 8) ; cirurgia de
laminectomia com ou sem trauma (laminectomia ou trauma); injecdo intramedular de condroitinase ou
placebo (injecdo CDT ou placebo); injecdo de células tronco mesenquimais da medula 6ssea ou placebo

(injeco CTM ou placebo) e eutanésia.
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5.2.8. Avaliacdo da expressdo génica
relativa do BDNF, NT-3, VEGF, KDR,
PECAM-1 e caspase 3 por RT-PCR em
tempo real

Quatro animais de cada grupo foram
submetidos a técnica de reacdo em cadeia
da polimerase transcriptase-reversa (RT-
PCR) em tempo real para avaliagdo da
expressdao g@génica do fator neurotrofico
derivado de encéfalo (BDNF), da
neurotrofina 3 (NT-3), do fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF)
e do seu receptor KDR (kinase insert
domain receptor), da molécula de adesdo
celular endotélio plaquetaria (PECAM-1) e
do fator de apoptose caspase 3.

Imediatamente ap6s a eutanasia, um
segmento de 1,5 cm da medula espinhal,
contendo o epicentro da lesdo em sua regido
central, foi retirado assepticamente. Ele foi
dividido em trés segmentos menores de 0,5
cm cada, e colocado em criotubos
identificados como cranial, epicentro ou
caudal. Os criotubos foram congelados
prontamente em nitrogénio liquido e, em
seguida, transferidos para um freezer a
temperatura de -80°C.

Para avaliacdo da expressdo dos genes
descritos acima, e do gene normalizador da
beta-actina, foram utilizados os segmentos
medulares identificados como epicentros e
0s primers iniciadores Forward (F) e
Reverse (R) indicados na tabela 1 (Tab.1).

Tabela 1. Genes com a respectiva sequéncia de nucleotideos dos primes iniciadores para RT-PCR em

tempo real
Gene Sequéncia de nucleotideos N° acesso
F: CCACAATGTTCCACCAGGTG
BDNF R: TGGGCGCAGCCTTCAT e
. F: TGTGACAGTGAGAGCCTGTGG
Neurotrofina-3 R TGTAACCTGGTGTCCCCGAA NM_031073.2
VEGE F: GCCCAGACGGGGTGGAGAGT NM_001110336.1

R: AGGGTTGGCCAGGCTGGGAA

F: GTCCGCCGACACTGCTGCAA

KDR R: CTCGCGCTGGCACAGATGCT NM_013062.1
s ESUEETITSICCEOATTS g g
Setanciina T GCGTCCACCCGCGAGTACAA N 0311442

R: ACATGCCGGAGCCGTTGTCG
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O RNA foi extraido utilizando-se o
reagente Trizol” de acordo com as
instrucdes do fabricante. Cada segmento
com o epicentro da medula foi transferido
para um tubo coénico, adicionou-se 1 mL de
trizol, e em seguida ele foi macerado com
pistilo de plastico estéril livre de RNAse e
DNAse. Apo6s cinco minutos no gelo, foi
adicionado 0,2 mL de cloroférmio em cada
tubo que foi agitado manualmente por 15
segundos e colocado no gelo por mais dois
minutos. As amostras foram centrifugadas a
11400 rpm durante 15 minutos e, entdo,
observou-se a formacdo de trés fases
distintas. A superior, transparente, contendo
0 RNA foi transferida cuidadosamente para
um tubo c6nico novo ao qual foi adicionado
0,5 mL de alcool isopropilico para
precipitacdo do RNA. Apds congelamento
das amostras a -80°C durante 30 minutos,
elas foram descongeladas e centrifugadas a
11400 rpm e 4°C por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para outro
tubo, centrifugado mais uma vez a 11400
rpm e 4°C por 10 minutos, sendo entdo
descartado. Os tubos contendo os pellets
com o RNA, proveniente das duas
centrifugac@es receberam 1,0 mL de etanol
75% cada, sendo novamente centrifugados,
0 etanol descartado e os tubos colocados
para secar. Ap6s a secagem, o RNA foi
homogeneizado adicionando-se 20 pL de
4gua ultrapura®® seguido de incubacéo por
10 minutos a 55°C. Desse RNA foi retirada
uma amostra para quantificacdo e o restante
foi congelado a -80°C para posterior
confeccdo do DNA complementar (cDNA).

Para quantificacdo do RNA, 2,0 pL de cada
amostra foi adicionado a 98 pL de &gua
ultrapura. A mensuragdo foi realizada em
espectrofotdmetro de luz UV por meio da

2 Invitrogen, Life Technologies, CA, USA.
% Ultra-pure®DEPC-treated  water, Gibco,
Invitrogen, CA, USA.

avaliacdo das absorbancias a 260 nm e da
relacdo entre as absorbancias 260/280 nm.

A confeccdo do cDNA foi realizada com a
utilizacdo de kit comercial®* de acordo com
as instruges do fabricante. Os reagentes
foram estimados para utilizacdo com 1,0 ug
de RNA, que foi calculado pelo grau de
pureza da amostra. Foi feito um mix para
cada amostra com o0 2xRT e o RT
(transcriptase reversa) contidos no kit. Os
tubos contendo o mix, agua ultrapura e
RNA foram colocados no termociclador a
25°C durante 10 minutos, 42°C por 50
minutos e 85°C durante 5 minutos. Apos a
adicdo de 1,0 pL de RNAse H, as amostras
foram incubadas no termociclador a 37°C
durante 20 minutos, e congeladas a -20°C
para posterior realiza¢cdo do PCR em tempo
real.

A PCR em tempo real foi realizada com a
utilizacdo dos reagentes SYBR green e Rox
do kit comercial acima, além dos primers
iniciadores forward e reverse, e do cDNA
sintetizado. As reagdes de amplificacdo do
cDNA dos genes foram realizadas na
plataforma de instrumentacdo ABI Prism
7900, adotando-se 45 ciclos de 15 segundos
a 95°C para desnaturacéo da fita dupla, um
minuto a 60°C para anelamento dos
iniciadores dos respectivos genes, um
minuto a 75°C para extensdo dos amplicons
e mais 10 minutos a 75°C para término da
reacdo. O Software 7500 v.2.0.1 Applied
Biosystems apresentou os resultados em
grafico de fluorescéncia em relagdo ao
ndmero de ciclos, sendo o ciclo limiar, ou
threshold (Cy), o ciclo em que foi detectada
fluorescéncia acima do limite basal
estabelecido.

24 SuperScript 11l Platinum® Two-Step qRT-PCR
Kit with SYBR® Greenlnvitrogen, CA, USA.
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A expressdo génica relativa ou fold change
(FC) de cada gene foi calculada utilizando-
se 0 método do 2**“; Assim, o delta Ct
(ACy) foi determinado pela subtracdo do C+
do gene pesquisado pelo Cry do gene
normalizador beta actina. O delta delta C+
(AACy) foi encontrado pela diferenga entre
0 ACt e a média do ACt do grupo controle.
E a expressdo génica relativa foi dada pela
formula: FC = 2*;. (Livak e Schmittgen,
2001; Yuan et al., 2006).

5.2.9. Avaliacdo anatomopatologica e
imunoistoquimica

Seis animais de cada grupo, imediatamente
apés a eutanasia, foram submetidos a
perfusdo transcardiaca em bomba de
infusdio com 250mL de PBS (0,15M,
pH=7,4) seguida de 250mL de solugéo
fixadora formol 10% tamponado, ambos a
uma velocidade de 450mL/h. Em seguida, o
local do trauma foi inspecionado para
verificagdo de aderéncia, seroma ou
hematoma e a medula espinhal foi removida
e colocada em formol 10% tamponado.
Apb6s a remocdo da medula espinhal, os
animais foram submetidos a necropsia para
verificacdo de alteragbes macroscopicas.
Um segmento de 2,7cm de cada medula
espinhal, contendo o epicentro da lesdo em
sua regido central, foi processado pela
técnica de rotina para inclusdo em parafina.
Antes de ser inserido no bloco de parafina,
cada segmento foi dividido em trés partes
iguais que foram identificadas como
cranial, epicentro ou caudal.

Os animais foram submetidos a cortes
seriados dos trés segmentos para
caracterizacao da lesdo. A realizacdo desses
cortes iniciou-se com a retirada de 20 cortes
de quatro micrémetros cada, colocados em
quatro laminas previamente gelatinizadas,
cinco cortes por lamina. Em seguida,
380um foram desbastados e mais vinte

seccOes foram cortadas e colocadas em
quatro laminas, assim sucessivamente, até o
final da area lesionada. A primeira lamina
de cada série de 20 foi corada com
hematoxilina e eosina e utilizada para
avaliacéo histologica em microscopia dptica
e analise das possiveis alteraces.

Para a avaliagho imunoistoquimica,
selecionou-se para cada anticorpo, uma
Iamina por animal contendo area de necrose
focalmente extensa moderada no corno
dorsal, localizada na regido caudal
adjacente ao epicentro da lesdo. As laminas
foram colocadas em xilol para retirada da
parafina, hidratadas em concentragdes
decrescentes de éalcool e colocadas em
solucdo de perdxido de metanol 0,3%
durante 30 minutos para blogueio da
peroxidase enddgena. Apds lavagem em
PBS, as secgdes foram incubadas por 30
minutos com solucdo bloqueio, e depois
incubadas overnight a 4°C com o0s
anticorpos primarios. Cortes controles, com
omissdo do anticorpo primario, foram feitos
em todas as reacOes para verificar a
especificidade da marcagdo. No dia
seguinte foi realizada a ligacdo com
anticorpo secundario, bloqueio da biotina
com estreptovidina-peroxidase, revelacéo
da relagdo com 3-3’diaminobenzidina® e,
contra coloracdo com hematoxilina.

Foram utilizados os anticorpos primarios
para marcacdo dos componentes dos
filamentos intermediérios dos astrocitos:
vimentina® (1:200) e GFAP?’ (1:200),
permitindo uma avaliacdo da cicatriz glial;
e anti-NeuN?® (1:500) para uma avaliacdo
indireta da acdo das células tronco pela

%> DAB, Dako, Carpinteria, CA, USA.

26 V9,Dako, Carpinteria, CA, USA.

2 Anti-GFAP, Invitrogen, Life Technologies,
USA.

28 Anti-neuN - Chemicon Internacional Inc.,
Temecula, CA, USA.
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deteccdo de neur6nios integros. As laminas
marcadas por esses anticorpos foram
fotografadas e analisadas pelo software de
anélise de imagem ImageJ®®, sendo que,
para cada imagem, quantificou-se a média
da densidade integrada de pixels das células
subtraida do background. Utilizou-se ainda
o anticorpo anti-GFP* (1:1500) para
andlise qualitativa da presenca das células
tronco transgénicas na medula espinhal
lesionada dos animais receptores.

5.2.10. Analise estatistica

O delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado. Verificou-se a normalidade
dos parametros pelo teste Kolmogorov-
Smirnov e as variancias foram comparadas
pelo teste F. Os dados referentes as
expressdes génicas e imunomarcagoes
foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) a ao teste de Student-Newman-
Keuls (S-N-K) para comparacdo das
médias. Os escores da avaliacdo da
capacidade motora foram submetidos ao
procedimento ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis (KW), seguido de comparagOes
multiplas entre pares de tratamentos pelo
teste de Dunn. As analises foram realizadas
com o auxilio do Prism 5 for Windows,
version 5.01, GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA, USA. O nivel de significancia
adotado foi de 5%.

29 National Institutes of Health, USA.
% Anti-GFP ab 290 — Abcam, UK.

40



6. RESULTADOS

6.1. Isolamento e cultivo das células
tronco mesenquimais da medula 6ssea
transgénicas para proteina verde
fluorescente

As células cultivadas apresentaram
caracteristicas morfoldgicas tipicas de
células tronco mesenquimais, com formato
fusiforme semelhante ao fibroblasto,
aderéncia ao plastico e alta taxa de
proliferagdo. Durante a fase de divisdo
celular e/ou quando eram submetidas a a¢éo
da tripsina, essas células tornavam-se
esféricas, mas ao aderirem a garrafa de
cultura, tornavam-se  espiculadas e
rapidamente se fundiam em uma
monocamada (Maltman et al., 2011).

Apds a terceira passagem, as células foram
caracterizadas fenotipicamente por
citometria de fluxo utilizando os anticorpos
CD90, CD73, CD54 e CD45. A populagédo
examinada expressou CD90, CD73 e CD54,
considerados marcadores fenotipicos de
células  tronco mesenquimais, nas
porcentagens respectivas de 86,77%,
93,99% e 95,10%. Além disso, 96,94% das
células ndo expressaram CD45, que ¢é
caracteristico de precursor hematopoiético
(Castanheira et al., 2009).

6.2. Protocolos anestésico e cirurgico

Apoés as cirurgias, de trauma medular ou
aplicacdo intramedular, nenhum animal
apresentou alteracdo de comportamento ou
de apetite condizente com dor. Também
ndo foi observado nenhum sinal compativel
com infecgdo da ferida cirdrgica ou reacéo
ao fio empregado. No momento da retirada
dos pontos, sete dias apés a cirurgia, todos
0S animais apresentaram ferida
completamente fechada e sem secrecéo.

Dos 40 animais submetidos ao trauma
medular, 26 (65%) apresentaram retengdo
urindria e/ou hematdria, sendo que 20
(50%) manifestaram ambos os sintomas,
cinco (12,5%) apenas retencdo e um (2,5%)
rato teve somente hematlria. A duragdo
média desses sintomas foi de trés dias para
hematuria e cinco dias para retencdo. Os
animais submetidos apenas a laminectomia
ndo apresentaram qualquer alteracéo vesical
ou comportamental.

6.3. Injecéo intramedular de
condroitinase ABC ou liquido
cefalorraquidiano artificial

A administragdo  intramedular  de
condroitinase ou liquido cefalorraquidiano
artificial (placebo), sete dias apds o trauma
medular, foi de realizacdo simples e rapida.
No momento do acesso cirdrgico, a ferida
anterior estava cicatrizada, e a auséncia do
processo espinhoso de T12 facilitou a
localizagdo do epicentro da lesdo medular.
Os animais tiveram Gtima recuperagdo ap6s
essa intervencdo e, ndo apresentaram
aumento dos déficits motores ou alteracoes
comportamentais e vesicais.

6.4. Avaliacdo da capacidade motora

A avaliacdo da capacidade motora pela
escala de escores BBB foi de realizacdo
simples, rapida, pratica e econbmica. A
submissd@o dos animais ao teste ao longo da
semana anterior ao trauma medular facilitou
a aplicagho do mesmo. Quanto aos
avaliadores, o treinamento prévio se
mostrou extremamente importante para
evitar escores discrepantes atribuidos a um
mesmo animal.

Todos os animais, além  desse
condicionamento prévio, foram avaliados
24 horas antes do procedimento cirdrgico e
apresentaram escore maximo, 21, indicando
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auséncia de anormalidades sensoriais e
motoras relacionadas a deambulacdo antes
da primeira cirurgia.

Na avaliacdo 1, realizada 24 horas apés o
primeiro procedimento cirdrgico, o grupo
CN apresentou escore maximo, enquanto 0s
demais apresentaram déficits neuroldgicos

graves, com paraplegia e escores
caracterizados por movimentacdo ausente
ou discreta em uma ou duas articulacdes do
membro posterior analisado. N&o houve
diferenca estatistica entre 0s grupos que
sofreram o trauma medular, assim como
ocorreu na avaliagdo 2 (Fig. 4).

251
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- -- CN
S
g 154 - PLA
S -+ CDT
3
u(ﬂ -+ CTM

- CDT+CTM

Avaliacao

Figura 4. Grafico com o perfil das medianas dos escores motores de ratos Lewis submetidos a
laminectomia ou trauma medular espinhal e tratados com células tronco mesenquimais e/ou
condroitinase, ou veiculo, em cada um dos oito dias da avaliagdo ap6s o procedimento cirdrgico.
(CN=controle negativo, PLA= placebo, CDT= condroitinase, CTM= células tronco mesenquimais e
CDT+CTM-= condroitinase e células tronco). Observa-se que na oitava avaliacdo, 28 dias apds o trauma,
0 grupo CDT apresenta escores motores semelhantes ao CN, mas néo se difere dos demais grupos. Letras
minusculas diferentes expressam diferenca estatistica (p<0,05).

Na avaliacdo 3, realizada um dia ap6s a
administracdo intramedular de
condroitinase ou placebo, os escores médios
foram maiores do que os da segunda
avaliacdo, sugerindo que a aplicagédo
intramedular ndo causou deterioracdo da
funcdo motora. Até essa avaliacdo, 0 grupo
CN se diferiu de todos os outros, entretanto,
a partir da quarta avaliacdo, o grupo CDT
se igualou ao CN sem, contudo se diferir do
PLA.

Na dltima avaliagdo, todos 0s grupos
submetidos ao trauma medular

apresentaram escores medios condizentes
com a fase inicial de recuperacdo do teste
BBB, onde o0s membros posteriores
arrastavam no chdo durante a deambulagéo
e, apresentavam ou ndo movimentos nas
articulagfes, com amplitude discreta ou
extensa. A exce¢do foi o CDT, que
apresentou escore médio pertencente a fase
intermedidria de recuperagdo que é
caracterizada pela presenca de passada
dorsal ou plantar com apoio de peso
ocasional, consistente ou frequente. Até
essa avaliagdo esse grupo continuou
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apresentando resultados semelhantes ao
CN, mas sem se diferir do PLA.

6.5. Avaliacdo da expressdo génica
relativa do BDNF, NT-3, VEGF, KDR,
PECAM-1 e caspase 3 por RT-PCR em
tempo real

Em relacdo ao numero de copias criadas do
RNAmM do BDNF, o grupo CTM teve a
maior expressdo génica relativa, em seguida
0s grupos CDT e CDT+CTM tiveram
expressbes iguais e significativamente
maior do que a expressdo do PLA (Fig. 5).
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Figura 5. Quantificagdo relativa das médias da expressdo génica (+ erro padrdo medio) de BDNF em
grupos de ratos submetidos a trauma agudo da medula espinhal e tratados com placebo (PLA),
condroitinase (CDT), células tronco mesenquimais (CTM) ou condroitinase mais células tronco
mesenquimais (CDT+CTM). Avaliacdo realizada 30 dias ap6s o trauma medular. Os dados estdo
expressos em relacdo ao controle negativo (linha tracejada). * p<0,05.

A andlise de variancia, considerando a
interacdo entre os grupos e os fatores
neurotroéficos, constatou que o0 BDNF e o
NT-3 apresentaram 0 mesmo padrdo de
distribuicdo entre os tratamentos, sendo que

em ambos, o grupo CTM teve a maior
expressdo, enquanto o PLA teve a menor,
entretanto, no caso do NT-3 ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos

(Fig. 6).
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Figura 6. Quantificacdo relativa das médias da expressdo génica (+ erro padrdo médio) de NT-3 em
grupos de ratos submetidos a trauma agudo da medula espinhal e tratados com placebo (PLA),
condroitinase (CDT), células tronco mesenquimais (CTM) ou condroitinase mais células tronco
mesenquimais (CDT+CTM). Avaliacdo realizada 30 dias ap6s o trauma medular. Os dados estdo
expressos em relacdo ao controle negativo (linha tracejada). (p<0,05).

Com relagdo ao VEGF, o grupo tratado com PLA (Fig. 7). O grafico de expressao média
CTM obteve a maior expressdo génica do receptor kinase do VEGF, o KDR , ndo
relativa, sendo que os demais grupos apresentou diferenga estatistica entre o0s
tratados (CDT e CDT+CTM) obtiveram tratamentos (Fig. 8).
resultados estatisticamente semelhantes ao
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Figura 7. Quantificacdo relativa das médias da expressdo génica (z erro padrdo médio) de VEGF em
grupos de ratos submetidos a trauma agudo da medula espinhal e tratados com placebo (PLA),
condroitinase (CDT), células tronco mesenquimais (CTM) ou condroitinase mais células tronco
mesenquimais (CDT+CTM). Avaliacdo realizada 30 dias ap6s o trauma medular. Os dados estdo
expressos em relacdo ao controle negativo (linha tracejada). * p<0,05.
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Figura 8. Quantificacdo relativa das médias da expressdo génica (x erro padrdo médio) do receptor do
VEGF, KDR (kinase insert domain receptor), em grupos de ratos submetidos a trauma agudo da medula
espinhal e tratados com placebo (PLA), condroitinase (CDT), células tronco mesenquimais (CTM) ou
condroitinase mais células tronco mesenquimais (CDT+CTM). Avaliagdo realizada 30 dias apds o trauma
medular. Os dados estéo expressos em relacéo ao controle negativo (linha tracejada). * p<0,05.

Quanto a molécula de adesdo PECAM-1, grupo CDT, ndo houve diferenca estatistica
apesar de sua expressdo ter sido maior no entre os grupos (Fig. 9).
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Figura 9. Quantificacdo relativa das médias da expressao génica (+ erro padrdo médio) de PECAM-1 em
grupos de ratos submetidos a trauma agudo da medula espinhal e tratados com placebo (PLA),
condroitinase (CDT), células tronco mesenquimais (CTM) ou condroitinase mais células tronco
mesenquimais (CDT+CTM). Avaliacdo realizada 30 dias ap6s o trauma medular. Os dados estdo
expressos em rela¢do ao controle negativo (linha tracejada). * p<0,05.
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A expressdo génica da caspase 3 ndo
demonstrou diferenga estatistica entre 0s
grupos (Fig. 10).
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Figura 10. Quantificacdo relativa das médias da expresséo génica (+ erro padrdo médio) de caspase 3 em
grupos de ratos submetidos a trauma agudo da medula espinhal e tratados com placebo (PLA),
condroitinase (CDT), células tronco mesenquimais (CTM) ou condroitinase mais células tronco
mesenquimais (CDT+CTM). Avaliacdo realizada 30 dias ap6s o trauma medular. Os dados estdo
expressos em rela¢do ao controle negativo (linha tracejada). * p<0,05.

6.6. Avaliagdo anatomopatoldgica e
imunoistoquimica

Nenhuma alteracdo macroscépica foi
encontrada nos animais a necropsia. O sitio
cirlrgico estava totalmente cicatrizado e, na
12% vértebra toracica pode-se observar o
defeito 6sseo da laminectomia indicando o
local onde, nos animais dos grupos PLA,
CDT, CTM e CDT+CTM, foi realizado o
trauma mecéanico na medula espinhal.

Na avaliacdo histologica, ndo foi
evidenciada nenhuma alteragdo nos cortes
pertencentes aos animais do grupo CN,
corados com HE e avaliados em
microscopia optica. A medula espinhal
apresentava caracteristicas normais, com
arquitetura celular preservada, substancia
cinzenta com o formato caracteristico de

‘H’, ocupando a regido interna do 6rgdo,
sendo envolvida pela substancia branca.

Foram observadas alteracBes histoldgicas
semelhantes em todos ©0s animais
submetidos ao trauma medular,
independente do grupo. O corte seriado
permitiu boa caracterizacdo da lesdo
permitindo acompanhar a progresséo de sua
gravidade por meio da visualizagdo das
regibes adjacentes, cranial e caudal, com
aspecto normal, e o epicentro da lesdo, com
alteracBes bem intensas. Nos cortes mais
craniais encontraram-se seccdes de medula
espinhal integra e, ao seguir caudalmente,
notaram-se VvacuolizacBGes, passando por
regides de necrose focalmente extensa que
se agravavam progressivamente, até serem
encontradas seccGes com mielomalécia
difusa intensa. Prosseguindo com os cortes
caudais, verificou-se 0 processo inverso,
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com o retorno gradativo a normalidade
tecidual (Fig. 11A-I). Em todos os animais,
independente do grupo, foram visualizadas
seccOes histologicas onde a medula
espinhal apresentava cavitagbes com perda
de substancia associada a células de Gitter,
glidcitos reativos (Fig. 11J-K), degeneracédo
e tumefacdo axonal, além de vasos
sanguineos  neoformados,  visualizados
principalmente nos grupos que receberam
condroitinase. Em varios animais, as
seccOes da regido cranial ao trauma
apresentavam canal central distendido (Fig.

sendo considerada a regido do epicentro do
trauma (Fig. 11E).

Os segmentos da medula espinhal,
contendo alteragdes histoldgicas, resultaram
em média de 18,6 laminas coradas por HE,
sendo o intervalo entre essas laminas de
aproximadamente 440 pM. Dessa forma, a
distancia média entre a primeira e a ultima
lamina com alguma alteracdo histologica
foi de cerca de 7744 UM, ou seja, 0
tamanho médio aproximado da lesdo foi de
7,744mm.

11B-C) e, em alguns deles, na regido
imediatamente caudal ao epicentro o canal
estava diminuido (Fig. 11G). Verificou-se
pelo menos uma lamina por animal na qual
a mielomalacia envolvia toda a medula,

Figura 11: Fotomicrografias de seccOes transversais de cortes seriados da medula espinhal de um rato 30
dias ap0s trauma medular agudo grave. Pode-se observar o agravamento da lesdo nas regides craniais (A a
D) até o epicentro (E) e posterior retorno a normalidade tecidual nas sec¢es caudais (F a ). A) Presenca
de area de mielomalécia focalmente extensa, limitada ao funiculo dorsal, com perda de substancia; B) e
C) Area de necrose focalmente extensa intensa que se estende do funiculo dorsal ao lateral da substancia
branca passando pela substancia cinzenta, predominantemente em um dos lados. Distensdo intensa do
canal central; D) Mielomalécia difusa intensa com &reas de degeneragdo axonal na periferia da substancia
branca, predominantemente em um dos lados; E) Mielomalacia difusa F) Mielomalécia multifocal a
coalescente intensa que se estende tanto na substancia branca quanto na cinzenta; G) e H) Area
focalmente extensa de mielomalacia de moderada a intensa no funiculo dorsal e ventral associada a areas
de degeneracio axonal multifocal moderada em toda substancia branca; 1) Area de mielomalacia
focalmente extensa limitada ao funiculo dorsal. (Barra = 264 um). J) Gliécitos reativos; K) Células de
Gitter. (Barra = 17 pum).
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Quanto a avaliagdo imunoistoquimica dos
animais com trauma, a marcagdo dos
neurdnios com o anticorpo anti-neuN foi
maior no grupo CDT+CTM em relacdo ao

tratamentos teve numero de neurdnios
marcados semelhante ao CN, enquanto 0s
demais grupos nao se diferiram do placebo
(Fig. 12 e 15).

PLA. O grupo que recebeu a associagdo de
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Figura 12: Média da intensidade integrada de pixels (+ erro padrdo médio) da marcagdo por
imunoistoquimica para anticorpo anti-neuN em ratos submetidos a laminectomia (CN) ou trauma medular
agudo associado e tratados com placebo (PLA), condroitinase (CDT), células tronco mesenquimais
(CTM) ou condroitinase mais células tronco mesenquimais (CDT+CTM). Avaliacdo realizada 30 dias
ap6s o trauma medular. * p<0,05.

grupos CDT e CTM permaneceram
semelhantes tanto ao CN quanto aos grupos
PLA e CDT+CTM (Fig.13 e 16).

A imunomarcacdo para 0 GFAP foi maior
nos grupos PLA e CDT+CTM do que no
grupo sem trauma (CN), sendo que os
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Figura 13: Média da intensidade integrada de pixels (+ erro padrdo médio) da marcacdo por imunoistoquimica
para anticorpo GFAP em ratos submetidos & laminectomia (CN) ou trauma medular agudo associado e tratados
com placebo (PLA), condroitinase (CDT), células tronco mesenquimais (CTM) ou condroitinase mais células
tronco mesenquimais (CDT+CTM). Avaliagdo realizada 30 dias ap6s o trauma medular. * p<0,05.

Quanto a vimentina, a imunomarcacdo do

Os demais grupos tratados (CTM e

CN foi menor e se diferiu de todos os CDT+CTM) tiveram resultados
grupos com trauma, sendo que entre esses, semelhantes tanto ao PLA quanto ao CDT
0 CDT teve a menor expressao e foi 0 Unico (Fig. 14 e 17).
que se diferiu estatisticamente do placebo.
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Figura 14: Média da intensidade integrada de pixels (+ erro padrdo médio) da marcagao por imunoistoquimica
para anticorpo anti-vimentina em ratos submetidos a laminectomia (CN) ou trauma medular agudo e tratados
com placebo (PLA), condroitinase (CDT), células tronco mesenquimais (CTM) ou condroitinase mais células
tronco mesenquimais (CDT+CTM). Avaliagdo realizada 30 dias ap6s o trauma medular. * p<0,05.
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Figura 15: Fotomicrografias de seccles transversais da medula espinhal de ratos submetidos a
imunoistoquimica com anti-nenN 30 dias apds a realizacdo da laminectomia, com ou sem trauma
medular. A) Controle negativo da bateria, seccdo que ndo recebeu o anticorpo; B) Medula espinhal de
animal pertencente ao grupo controle negativo (CN); C) Medula espinhal de animal pertencente ao grupo
placebo (PLA); D) Medula espinhal de animal pertencente ao grupo condroitinase (CDT); E) Medula
espinhal de animal pertencente ao grupo células tronco mesenquimais da medula éssea (CTM); F)
Medula espinhal de animal pertencente ao grupo que recebeu a condroitinase e as células tronco
mesenquimais (CDT+CTM). Pode-se observar imunomarcacdo intensa nas secgdes pertencentes a
animais dos grupos CN, CTM e CDT+CTM. (Barra = 177 um).

Figura 16: Fotomicrografias de secgdes transversais da medula espinhal de ratos submetidos a
imunoistoquimica com anti-GFAP 30 dias ap6s a realizacdo da laminectomia, com ou sem trauma
medular. A) Controle negativo da bateria, seccdo que nédo recebeu o anticorpo; B) Medula espinhal de
animal pertencente ao grupo controle negativo (CN); C) Medula espinhal de animal pertencente ao grupo
placebo (PLA); D) Medula espinhal de animal pertencente ao grupo condroitinase (CDT); E) Medula

51



espinhal de animal pertencente ao grupo células tronco mesenquimais da medula 6ssea (CTM); F)
Medula espinhal de animal pertencente ao grupo que recebeu a condroitinase e as células tronco
mesenquimais (CDT+CTM). As seccBes pertencentes aos animais do grupo PLA e CDT+CTM tiveram
imunomarcacdo maior do que as do CN (Barra = 177 pum).

Figura 17: Fotomicrografias de seccfes transversais da medula espinhal de ratos submetidos a
imunoistoquimica com anti-vimentina 30 dias apds a realizacdo da laminectomia, com ou sem trauma
medular. A) Controle negativo da bateria, seccdo que ndo recebeu o anticorpo; B) Medula espinhal de
animal pertencente ao grupo controle negativo, submetido a laminectomia sem trauma medular (CN); C)
Medula espinhal de animal pertencente ao grupo placebo (PLA); D) Medula espinhal de animal
pertencente ao grupo condroitinase (CDT); E) Medula espinhal de animal pertencente ao grupo células
tronco mesenquimais da medula 6ssea (CTM); F) Medula espinhal de animal pertencente ao grupo que
recebeu a condroitinase e as células tronco mesenquimais (CDT+CTM). Pode-se observar que todas as
seccOes pertencentes a animais submetidos a trauma medular apresentam imunomarcagdo mais intensa do
que a seccdo pertencente ao CN e, que a seccdo do grupo PLA possui imunomarcacdo mais intensa do
que ado grupo CDT (Barra =177 um).

A imunoistoquimica com o anticorpo GFP animais receptores. As células marcadas
permitiu a visualizagdo das células ndo foram encontradas nos animais que néo
transgénicas para  proteina  verde receberam as CTM (Fig. 18).

fluorescente na medula espinhal dos




Figura 18: Fotomicrografias de secgdes transversais da medula espinhal de ratos submetidos a
imunoistoquimica com anti-GFP 30 dias apds a realizagdo da laminectomia com trauma medular. A)
Medula espinhal de animal pertencente ao grupo placebo (PLA); B) Medula espinhal de animal
pertencente ao grupo células tronco mesenquimais da medula dssea (CTM). Pode-se observar
imunomarcacdo somente na secc¢do pertencentes ao animal do grupo CTM (Barra = 50 pum).
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7. DISCUSSAO

As células cultivadas apresentaram formato
tipico de CTM, esféricas durante a fase de
divisdo celular e/ou quando submetidas a
acdo da tripsina e, espiculadas ao aderirem
a garrafa de cultura, como também
observado por Maltman et al. (2011) e
Quertainmont et al. (2012). Contudo, a
confirmagdo do tipo celular isolado foi feita
por meio da citometria de fluxo com os
marcadores CD90, CD73, CD54 e CD45, o
que permitiu constatar que a populacéo
celular isolada e cultivada era homogénea e
distinta da linhagem hematopoiética. A
confirmacdo da populacdo de CTM envolve
a analise de moléculas de superficie celular,
entretanto, ainda ndo foi definido nenhum
marcador especifico para esse tipo de
célula. Portanto, normalmente é utilizada a
monitoracdo de véarias moléculas com o
intuito de se criar um perfil de expressao
descritivo. A citometria de fluxo &
frequentemente utilizada para confirmar o
fendtipo das CTM utilizando moléculas que
sdo expressas por essas células (CD29,
CD44, CD54, CD55, CD73, CD90, CD105,
CD106, CD117 e CD166), assim como
marcadores que sabidamente ndo sdo
encontrados nas CTM, geralmente
antigenos das células hematopoiéticas,
como CD11b, CD14, CD31, CD33,CD34 e
CD45 (Pittenger et al., 1999; Maltman et
al., 2011). Cada grupo de pesquisadores
deve escolher os marcadores que sdo mais
adequados ao seu laboratério (Dominici et
al., 2006).

Quanto aos protocolos anestésico e
cirirgico utilizados, a auséncia de
alteracbes comportamentais nos animais
durante o pés-cirdrgico pode ser atribuido a
analgesia preemptiva e pos-operatéria com
cloridrato de tramadol. Também contribuiu
para esse fato a boa cicatrizacdo da ferida
cirirgica, que ocorreu sem secrecBes ou

edemas, provavelmente devido aos
principios de assepsia cirdrgica utilizados
rigorosamente no experimento.

As alteracdes da micgdo que ocorreram com
0s animais submetidos ao trauma medular
sdo manifestacbes comuns apds lesdo
medular (Mitsui et al., 2005; Torres, 2008;
Costa, 2010; Caldeira, 2011; Oliveira,
2012) e, muitas vezes, podem levar a cistite
e infecgdes ascendentes do trato urinério. A
realizacdo de esvaziamento vesical por
meio de massagem abdominal no pés-
operatério, assim como o antibidtico
profilatico, colaboraram para a prevencdo
de cistite bacteriana clinica e possiveis
infeccbes ascendentes, melhorando o
conforto e a sobrevida dos animais. Essas
disfuncbes wvesicais ocorrem porque as
funcBes do trato urinario inferior dependem
de circuitos neurais localizados na medula
lombossacra, incluindo as  projecoes
aferentes da bexiga no corno dorsal, o
motor somatico dorsolateral e o nulcleo
parassimpatico  que  coordenam  as
atividades da bexiga, uretra e esfincter
uretral. Essas regides na medula
lombossacra sdo inervadas por vias
descendentes oriundas do tronco cerebral,
como axonios contendo fator liberador de
corticotrofina e axénios serotoninérgicos e
noradrenérgicos. Lesdes espinhais acima do
nivel lombossacral danificam as vias
descendentes e alteram as vias aferentes
primérias para a medula lombossacral,
prejudicando assim a funcdo do trato
urinario inferior (Mitsui et al., 2005). A
hematuria é um sinal precoce de cistite
hemorragica e, pode levar a distensdo e
dificuldade para expresséo vesical devido a
formag&o de coagulos que obstruem as vias
urinarias (Meyer et al., 2003).

Em relacdo a administracdo intramedular de

CDT, assim como observamos nesse
experimento, Iseda et al. (2008), Tom et al.
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(2009) e Jefferson et al. (2011) também
constataram que é uma forma viavel de
administracdo da enzima. Tom e Houlé
(2008) demonstraram que essa via de
aplicacéo é relativamente atraumatica e ndo
causa resposta inflamatdria consideravel.
Alguns autores relatam o risco de
deterioracdo neuroldgica ao utilizar essa via
(Paul et al., 2009; Guest et al., 2011;
Whight et al, 2011), contudo, a
administracdo Unica, o pequeno volume
injetado (4 pL), a baixa velocidade (0,8
pL/min) e com agulha fina (30 G), sdo
fatores que podem ter contribuido para a
preservacdo da fungdo motora no presente
estudo.

A aplicagdo da CDT nesse estudo, em dose
Gnica de 2,2U, sete dias apds a lesdo
medular, foi baseada em dados que sugerem
sucesso na aplicacdo nesse periodo (Garcia-
Alias et al., 2008), ressaltando que a
atividade da enzima ainda se mantém cerca
de 50% ap0s sete dias de sua administracéo
(lkegami et al., 2005). Apesar de muitos
trabalhos utilizarem a CDT em doses
maultiplas, ficou comprovado por Iseda et al.
(2008) que dose Unica administrada in
bolus pode digerir os PGSC durante varias
semanas in vivo. Nesse ultimo trabalho, a
enzima foi aplicada diretamente na medula,
a dose total de 3,375U foi dividida em trés
sitios de administracdo, sendo 1,125U
injetada no epicentro da leséo e dose igual
nas regides cranial e caudal. Entretanto,
existe enorme variacdo em relacdo a dose
na literatura. Alguns autores utilizaram a
via intramedular em ratos com aplicacéo de
0,04U a cada dois dias durante quatro dias
(Tom e Houlé, 2008) ou a dose Unica de
0,1U a 0,225U (Tom et al., 2009). Ja as
doses aplicadas por via intratecal variaram
de 0,06U a cada dois dias durante 10 dias
(Brandbury et al., 2002; Shields et al.,
2008) a 0,3U a cada dois dias durante 14
dias (Huang et al., 2006).

Rools et al. (2008) determinaram que a
inibicdo dos PGSC, imediatamente apds a
lesdio medular em ratos comprometeu a
recuperacao funcional motora e aumentou a
perda tecidual. Essa inibigdo alterou a
organizagdo espacial do infiltrado de
celulas mieldides em volta do local da
lesdo, levando a diminuicdo do fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-
1) produzido pela microglia/macrofagos e,
causou aumento dos niveis do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a). Em
contraste, quando eles inibiram a sintese
dos PGSC somente dois dias ap0s a lesdo, a
recuperacdo funcional foi melhorada. Esses
autores verificaram assim que os PGSC sdo
requeridos nos estagios iniciais da
recuperagao para ativacédo da
microglia/macréfagos, possivelmente por
limitar a extensdo dos danos criando uma
barreira fisica, enquanto que na fase
cronica, eles inibem o crescimento axonal e
a regeneracdo. Esse resultado indica que o
efeito dos PGSC ap6s uma lesdo medular
nao ¢ um fendmeno ‘tudo ou nada’, mas
uma fungéo de tempo e quantidade. Assim,
¢ possivel explicar alguns dos resultados
descritos na literatura, nos quais, varias
condi¢des de degradacdo enzimatica levam
a diferentes estagios de recuperacdo. Dessa
forma, uma importante consideracdo para o
desenvolvimento de estratégias que visam a
ablacdo da cicatriz glial é definir uma janela
terapéutica apropriada para a terapia (Hu et
al., 2010), assim como a dose e frequéncia
6timas de administragcdo (Shields et al.,
2008).

Quanto a via de aplicacdo das CTM, optou-
se pela intravenosa, pois 0s animais ja
haviam sido submetidos a duas cirurgias,
sendo uma delas para realizacdo de injecédo
intramedular. A imunomarca¢do com GFP
verificou a presenca dessas células na
medula espinhal dos animais receptores,
demonstrando que ap6s serem injetadas na
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veia caudal elas migraram até a éarea
lesionada da medula espinhal e,
permaneceram |4 por pelo menos 16 dias
apos sua inoculagdo, momento em que foi
realizada a imunoistoquimica. A via
intravenosa €  considerada  menos
traumatica, mais viavel clinicamente e tem
demonstrado resultados favoraveis em
estudos de trauma medular (Xin-min et al.,
2005; Takeuchi et al., 2007; Mahoney et al.,
2009; Osaka et al., 2010; Carvalho, 2011;
Han et al., 2012), cerebral (Chen et al.,
2001; Mahmood et al., 2005; Walker et al.,
2010) e isquemia cerebral (Honma et al.,
2006).

Em modelos animais de trauma espinhal, o
método comumente empregado para 0
transplante de células é a injecdo
intramedular (Hofstetter et al., 2002; Dasari
et al., 2007; Parr et al., 2008; Kamada et al.,
2011), a qual garante a chegada de nimero
definido de células ao local alvo,
possibilitando maior eficiéncia das células
aplicadas (Vaquero et al., 2006; Paul et al.,
2009; Vaquero e Zurita, 2011). Contudo,
essa via exige procedimento cirdrgico com
retirada da lamina dorsal da vértebra, o que
implica na possibilidade de les&o adicional
a medula com deterioracdo neuroldgica
(Paul et al., 2009; Whight et al., 2011),
além dos riscos advindos da anestesia geral,
gue sdo maiores em pacientes com lesdo
medular (Hambly e Martin, 1998). A
injecdo em si pode causar injurias devido a
penetracdo da agulha, movimentagdo da
medula ou da agulha durante a aplicacéo,
criacilo de gradiente de  pressédo
intraparenquimal e dissecagdo
hidrodinamica, instilagdo de uma massa de
células deformante e possivel isquemia
medular (Guest et al., 2011). Em casos que
necessitem de multiplas aplicacBes, as
dificuldades e o0s riscos aumentariam
progressivamente a cada acesso cirlrgico
devido a formacdo de cicatriz, inflamacéo e

adesdo na dura-mater e no tecido espinhal.
Dessa forma, pode ser bastante complicado
transportar a aplicacdo de células por meio
de injecdo intramedular para a pratica
clinica (Paul et al., 2009).

O emprego clinico do transplante celular
requer estratégia segura e eficiente para
administracdo das células (Paul et al.,
2009). A injecdo intravenosa tem a
vantagem de ser minimamente invasiva,
segura, facil e simples de ser praticada, e
permitir a introdugdo de grande numero de
células que podem potencialmente atingir a
area da lesdo medular (Osaka et al., 2010).
Como as CTM possuem tropismo para
tecidos danificados, essa caracteristica pode
dispensar a necessidade de injetar as células
diretamente no local da lesdo (Sykova e
Jendelova, 2007; Spaeth et al., 2008 citado
por Wright et al., 2011). Embora no estudo
de Oliveira et al. (2013), tenha se
constatado o efeito benéfico da terapia
intravenosa das células, sem comprovar
seu alojamento no sitio da lesdo, tem se
demonstrado que as células podem migrar
em dire¢do ao tecido danificado e integra-lo
(Paul et al., 2009; Osaka et al., 2010;
Carvalho, 2011) promovendo recuperagédo
funcional (Mahmood et al., 2005; Xin-min
et al., 2005; Vaquero et al., 2006; Osaka et
al., 2010; Carvalho, 2011), remielinizagéo
(Akiyama et al., 2002) e podendo se
diferenciar em células neuronais ou gliais
(Takeuchi et al., 2007).

O mecanismo preciso de migracdo das
ceélulas infundidas para a area danificada
ainda ndao é completamente esclarecido,
mas provavelmente envolve a interrupgdo
da barreira hemato-espinal (Chen et al.,
2001; Akiyama et al., 2002; Osaka et al.,
2010), que pode permanecer comprometida
por semanas apos o trauma (Popovich et al.,
1996; Whetstone et al., 2003) permitindo a
entrada seletiva de células no epicentro da
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lesdo. Takeuchi et al. (2007) observaram
que células tronco neuronais humanas
implantadas por via intravenosa com trés,
sete ou 10 dias ap6s o trauma medular em
ratos migraram para o sitio da lesdo,
principalmente quando aplicadas no sétimo
dia, coincidindo com o pico de expressdo de
MRNA do fator de crescimento do
hepatocito (HGF) e do fator 1 derivado de
células estromais (SDF-1). As células foram
detectadas por imunofluorescéncia, sete
dias apo6s a aplicacdo, no local da injuria e
nenhuma célula foi detectada em
localizagdo rostral, caudal ou ventral ao
epicentro. Mahmood et al. (2005)
demostraram que células estromais da
medula déssea humana aplicadas via
intravenosa para tratamento de lesdo
cerebral traumatica em ratos, sobreviveram
e promoveram recuperagdo funcional por
pelo menos trés meses. Em concordancia,
Vaqueiro et al. (2006) também observaram
melhora funcional em ratos paraplégicos
gue receberam células estromais da medula
Ossea na veia dorsal da cauda trés meses
apés o tratamento, embora tenham
verificado melhora mais intensa e durante
periodo mais prolongado, de seis meses,
nos animais que receberam as células
diretamente na lesdo. Contudo, esses
altimos autores administraram 0 mesmo
nimero de células (3 x 10°) em ambas as
vias em periodo cronico, trés meses apds a
lesdo medular, o que ndo favoreceu a
migracao das células para o local da leséo
(Osaka et al., 2010; Vaquero e Zurita,
2011).

Em geral, as células infundidas nos vasos
estdo vulneraveis ao sistema imunologico.
A eliminacdo parcial dessas celulas pelo
sistema imune do receptor, enquanto estdo
na corrente sanguinea €é uma das
explicacbes para a menor eficiéncia da via
venosa (Paul et al., 2009), pois o efeito
terapéutico das células parece ser dose-

dependente (Honma et al., 2006; Vaquero e
Zurita, 2011). Corroborando esse fato,
Mahmood et al. (2003) citado por
Mahmood et al. (2005) demonstraram
melhora funcional com administracio
intravenosa de 2 x 10° células estromais da
medula 6ssea humana um més apos injlria
traumatica cerebral, entretanto o mesmo
ndo foi detectado com a injecdo de 1 x 10°
células. J& Osaka el al. (2010) observaram
melhora funcional em ratos com lesdo
medular ap6s a aplicacdo intravenosa de 1 x
10° CTM no 14° dia ap6s a lesdo, periodo
mais precoce do que Mahmood et al. (2003)
e, semelhante ao utilizado nesse estudo.

Além disso, grande preocupagdo que
envolve a aplicacdo intravenosa de células é
a distribuicdo inadequada para outros
6rgdos como efeito de primeira passagem
(Paul et al., 2009). Esse efeito ndo foi
observado por Paul et al. (2009) que
injetaram 1 x 10° células estromais da
medula dssea humana por via intravenosa
em ratos, um dia ap6s a lesdo medular
experimental. Depois de quatro ou 21 dias,
as células foram localizadas na regido
dorsomedial e dorsolateral da substancia
branca no sitio da lesdo, sendo que
nenhuma célula foi detectada na regido
cranial ou caudal a lesdo ou no encéfalo,
assim como ndo foram encontradas células
nos 0Orgdos ndo neuronais examinados:
coracgdo, pulmédo, figado e rins. Chen et al.
(2001) encontraram pouquissimas células
em outros Orgdos um dia apdés a
administragdo intravenosa de 3 x 10° CTM
em experimento de isquemia cerebral,
sendo que a maioria dessas células se
encontravam dentro dos vasos sanguineos.
Eles também verificaram que as células
injetadas se dirigiam principalmente para o
hemisfério isquémico em relagdo ao
normal. Takeuchi et al. (2007), ap6s a
infusdo de 1 x 107 células tronco neuronais,
detectaram algumas células no figado,
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pulmdo e rim quando injetadas trés dias
apos o trauma medular, entretanto, quando
elas foram infundidas ap6s sete ou 10 dias
da lesdo, ndo foram encontradas nesses
orgdos. Contudo, no presente estudo, assim
como nos citados acima nédo foi observado
qualquer efeito colateral que possa ser
correlacionado com a presenca das células
em Orgdos nao desejados.

Considerando a recuperagdo funcional, o
teste de avaliacdo da capacidade motora
pela escala de escores BBB foi escolhido
por ser uma das ferramentas mais comuns e
aceitas para avaliar os resultados, a
progressdo e/ou recuperacdo de lesBes
medulares experimentais em ratos (Ma et
al., 2001; Agrawal et al., 2008; Sedy et al.,
2008). Além disso, ele é padronizado e
apresenta resultados realistas, confidveis
(Basso et al., 1996b) e correlacionados com
as alteracBes histopatoldgicas (Ma et al.,
2001). Apesar do BBB nédo requerer
treinamento prévio dos animais, por se
basear em seus movimentos naturais (Basso
et al., 1995; Basso et al., 1996a; Muir e
Webb, 2000), foi constatado que o
condicionamento minimizou a ocorréncia
de estresse e, conforme observado por
Basso et al. (1995), aumentou a
movimentacdo do rato no campo aberto.
Em concordancia com esses autores, Sedy
et al. (2008) verificaram que embora o
treinamento ndo seja necessario, ele é
altamente recomendado.

Assim como Basso et al. (1996a) também
constatou-se que o treinamento prévio dos
avaliadores é extremamente importante para
evitar escores discrepantes atribuidos ao
mesmo animal, influenciando diretamente
na confiabilidade dos escores. Essa
dificuldade na interpretacdo do BBB ocorre
devido & subjetividade dos pardmetros
analisados que podem levar a dupla
interpretacdo. Contudo, verificou-se nesse

estudo que o treinamento rigoroso dos
avaliadores, de forma a padronizar o0s
escores, minimiza a  subjetividade,
especialmente quando a avaliacdo é feita
por dois avaliadores independentes, fato
também observado por Muir e Webb
(2000), Agrawal et al. (2008) e Sedy et al.
(2008).

Durante todo o periodo de avaliacdo da
capacidade motora ndo foi encontrada
nenhuma diferenca entre 0s grupos que
sofreram lesdo medular. O grupo CN
apresentou escores maximos na escala BBB
em todas as avaliacOes.

Na avaliagdo ‘1°, realizada 24 horas ap6s 0
primeiro procedimento cirdrgico, o escore
21 do grupo CN atesta que 0s animais nao
sofreram lesGes devido ao procedimento
cirdrgico de acesso a medula espinhal com
laminectomia dorsal confirmando que a
técnica foi realizada de maneira cuidadosa e
precisa. Giglio et al. (2006) relataram
pequenas alteracdes em testes
comportamentais em ratos submetidos a
laminectomia, fato que ndo foi observado
nos estudos da EV-UFMG (Silva, 2006;
Torres, 2008; Drummond, 2010; Costa,
2010; Caldeira, 2011; Fukushima, 2012;
Oliveira, 2012). Os grupos submetidos ao
trauma apresentaram déficits neurol6gicos
graves nessa avaliacdo, com paraplegia e
escores caracterizados por movimentacao
ausente ou discreta em uma ou duas
articulagdes do membro posterior analisado.
N&o houve diferenca estatistica entre o0s
grupos que sofreram o trauma medular, o
que indica padronizacdo e homogeneidade
do trauma entre os animais, € confirma a
precisio do modelo de lesdo medular
utilizado.

Na avaliagdo ‘3’, realizada um dia ap0s a

administracdo intramedular de
condroitinase ou placebo, os escores médios
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foram maiores do que os da avaliagdo ‘2°,
sugerindo que a aplicacdo intramedular ndo
causou comprometimento adicional da
funcdo  motora. Esse achado  foi
interessante,  pois  sugere que a
administracdo intramedular, apesar de ser
invasiva e requerer procedimento cirdrgico
adicional, pode ser ferramenta terapéutica
vidvel, pois ndo resulta em deterioracdo da
funcdo motora. Resultados semelhantes
foram encontrados por Parr et al. (2008)
com a injecdo de 5 pL de células tronco em
suspensdo a velocidade de 2,5 pL/min na
regido cranial e caudal a lesdo medular; por
Hofstetter et al. (2002) que aplicaram 5 pL
de células tronco em suspensdo no
epicentro da lesdo medular, associado a 2,5
uL cranial e 2,5 pL caudal, a velocidade de
0,5 pL/min e, por Dasari et al. (2007) e
Kamada et al. (2011) que também
administraram o volume de 5 puL na medula
espinhal de ratos sem manifestagdo de
danos a funcéo motora.

Outro fato interessante é que até a avaliacdo
‘3, o CN se distinguiu dos demais,
entretanto a partir da avaliacdo ‘4°, o grupo
CDT se igualou estatisticamente a ele e, se
manteve assim até a Gltima avaliacdo, 28
dias ap6s o trauma medular. Era esperado
gue o CN fosse superior aos outros em
todas as avaliagdes, pois enquanto o
primeiro  foi submetido apenas a
laminectomia, os demais sofreram trauma
medular grave. Segundo Taoka e Okajima
(1998), a lesdo medular experimental
compressiva produz

paralisia caudal parcialmente reversivel e
que geralmente a funcdo motora melhora
gradualmente, mas ndo completamente.
Embora ndo tenha apresentado recuperacao
completa e nem se diferido do placebo, o
grupo CDT  apresentou a  melhor
recuperacdo funcional e, esse resultado
pode ser indicativo de uma possivel acdo
benéfica da enzima na funcdo motora. Essa

acdo talvez possa ser atribuida a digestdo
enzimética dos PGSC da cicatriz glial
reduzindo seu efeito inibitério no
crescimento axonal e/ou ser decorrente de
possivel efeito da enzima na matriz
extracelular que, ao torna-la mais propicia a
invasdo por células endoteliais, levaria a
maior vascularizacdo com consequente
aporte de nutrientes, diminuicdo ao dano
secundario e neuroprotecao.

A recuperacdo funcional, apds traumas
medulares experimentais ndo apresenta
resultados homogéneos na literatura
consultada. Em relagdo a condroitinase,
enquanto alguns autores relatam melhor
recuperagdo funcional (Brandbury et al.,
2002; Huang et al., 2006; Garcia-Alias et
al., 2008; Tester e Howland, 2008; Huang
et al., 2010; Lee et al., 2010), outros
descrevem crescimento axonal mas sem
incremento funcional (Tom et al., 2009).
Garcia-Alias et al. (2009) embora néo
tenham observado melhora em testes
comportamentais em ratos com leséo
medular tratados com  condroitinase,
verificaram que a enzima associada a
treinamento  fisioterdpico  especifico,
resultou em aumento da capacidade de
adaptacdo do membro poés-lesdo e do
desempenho quando comparada a essas
terapias aplicadas isoladamente, semelhante
ao encontrado por Jefferson et al. (2011) em
gatos.

Quanto a acdo das células no escore motor,
alguns trabalhos relataram melhora rapida
apos a aplicacdo (Dasari et al. 2007; Osaka
el al, 2010; Carvalho, 2011), outros
estudos encontraram escores maiores
somente apds cinco (Hofstetter et al., 2002;
Kamada et al., 2011) ou sete (Lee et al.,
2007) semanas do trauma; e ainda algumas
pesquisas ndo relataram qualquer melhora
funcional (Lu et al., 2005; Parr et al., 2008)
mesmo avaliando o0s animais por seis
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semanas ou mais apds o trauma. Caldeira
(2011) verificou que os animais tratados
com CTM obtiveram melhor desempenho
nesse teste a partir do 20° dia pds trauma,
entretanto no 40° dia os escores entre 0
grupo tratado e o placebo se igualaram.
Contudo, é dificil comparar os resultados
entre os trabalhos, pois o0s traumas
experimentais sdo diferentes, assim como
os tratamentos, periodos, doses e vias de
aplicagdo.

Esperava-se que o0s grupos tratados
apresentassem melhor desempenho
locomotor, pois, tanto a terapia celular
(Ohta et al., 2004; Vaquero et al., 2006;
Dasari et al. 2007; Osaka el al., 2010)
guanto a condroitinase (Huang et al., 2006;
Tester e Howland, 2008; Lee et al., 2010;
Jefferson et al., 2011), ou a associacao
(Huang et al., 2010; Karimi-Abdolrezaee et
al., 2010) tém demonstrado resultados
funcionais em lesbes medulares. A
recuperacdo motora € o resultado da
combinagdo de regeneracdo, brotamento e
alteracbes na plasticidade, sendo assim,
depende da interacdo adequada entre as vias
remanescentes (Rossignol e Frigon, 2011).
Dessa forma, supunha-se que a agdo dos
fatores troficos propiciaria neuroprotecéo
com maior preservacdo dessas vias e,
ambiente mais propicio a regeneragao por
maior aporte nutricional pela angiogénese
ou diminuicdo da cicatriz  glial.
Adicionalmente, as células serviriam de
apoio ao brotamento axonal, favorecendo a
plasticidade com consequente recuperagdo
funcional, fato que ndo foi constatado. A
auséncia de resultados positivos na
recuperacdo locomotora dos animais
tratados, possivelmente pode ser atribuida a
algum dos seguintes fatores: método e
periodo de avaliacdo; gravidade da lesdo
medular experimental, ou mesmo protocolo
terapéutico ndo adequado para promover
melhora na deambulacéo.

Considerando o método de avaliagdo, a
recuperacao funcional pode ter ocorrido de
forma bastante sutil e, talvez ndo tenha sido
detectada pelo BBB. Embora esse teste seja
altamente utilizado e aceito para analise de
lesbes medulares (Basso et al., 1996b; Ma
et al., 2001), alguns autores sugerem que
ele deve ser associado a outros para
interpretacdo mais precisa (Muir e Webb,
2000; Giglio et al., 2006; Sedy et al., 2008),
principalmente no caso de traumas dorsais a
medula espinhal, onde as vias sensoriais sao
bastante atingidas (Agrawal et al., 2008),
lembrando que a porgdo ventral possui
principalmente funcdo motora, enquanto a
dorsal é mais sensorial (Hoerlein et al.,
1983). As lesdes dorsais e dorsolaterais na
medula espinhal atingem ainda as vias
corticoespinhal e  rubroespinhal, que
desempenham papel importante para 0s
aspectos volitivos e alvo-dirigidos da
locomogdo, assim como o controle fino da
musculatura distal. Elas também parecem
desempenhar papel critico em tarefas
locomotoras mais dificeis como desviar de
obstaculos e andar em escadas. As vias
corticoespinhais  estdo envolvidas em
movimentos que exigem habilidade e
precisdo, assim como em movimentos
antecipatorios (Rossignol e Frigon, 2011), e
no posicionamento exato do pé durante
cada passada (Boulenguez e Vinay, 2009).
Dessa maneira, avaliagbes sensoriais e
testes que demandem maior aptiddo para
execucdo dos movimentos podem ser
bastante (teis como complementares ao
BBB.

Muir e Webb (2000) indicaram quando ha
escores do BBB entre zero e nove, a
inclusdo de testes como a natacdo
(swimming) e uso espontdneo da pata
(spontaneous paw use), no qual ¢é
mensurada a utilizagdo individual de cada
membro. Nesse caso, eles ressaltaram que
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avaliacGes sensoriais devem ser realizadas,
como por exemplo, teste do papel colante,
teste de retirada da cauda e teste de
lambedura da pata, e se necessario, 0s
resultados podem ser medidos mais
precisamente utilizando técnicas
eletrofisioldgicas. Agrawal et al. (2008)
sugeriram a utilizagdo da mensuragéo
eletrofisiolégica usando o  potencial
somatossensitivo evocado como avaliacdo
suplementar, por ser mais objetivo, sensivel
e detalhado do que o BBB, entretanto, essa
andlise exige instrumentacdo especifica,
requer preparagdo de eletrodos e
processamento  de  biossinais. Em
concordancia com esses autores, Moore
(1992) ressaltou que apesar da deambulagédo
fornecer informagfes importantes sobre a
existéncia de alteragbes neuroldgicas,
algumas  vezes as anormalidades
visualizadas podem ser bem sutis e
subjetivas e, que a aplicacdo de outros
testes neuroldgicos pode ajudar a percebé-
las.

O periodo de avaliagdo de 28 dias ap6s 0
trauma, pode ndo ter sido suficiente para a
visualizagdo dos efeitos dos tratamentos na
capacidade motora. Hu el al. (2010)
demonstraram que a recuperacgao anatémica
e funcional atinge seu platd quatro semanas
ap6s a lesdo. Esses autores avaliaram
animais sem tratamento durante 16 semanas
por meio do teste BBB, testes
eletrofisiologicos, ressonancia magnética e
histologia, e demonstraram que o escore do
BBB diminuiu drasticamente no primeiro
dia ap6s a lesdo, seguido de recuperacéo
gradual com é&pice na quarta semana. Esse
fato foi verificado no grupo placebo do
presente estudo, pois 0s animais foram
avaliados justamente no periodo de maior
recuperacdo espontanea. Com base nesses
resultados, poderiamos esperar que apos
essa fase, 0 grupo placebo apresentaria
resultados inerciais, devido a estagnacéo da

recuperagdo espontanea, enquanto 0s outros
grupos continuariam a evoluir, usufruindo
dos efeitos dos tratamentos. Reforcando
essa teoria, Hofstetter et al. (2002), Lee et
al. (2007) e Kamada et al. (2011) sé
conseguiram obter escores do BBB mais
altos nos grupos tratados com células
tronco nas avaliagdes ap6s cinco ou mais
semanas do trauma. Estudos que relataram
recuperacgdo funcional com o transplante de
CTM da medula 6ssea e a observaram
precocemente, duas ou trés semanas apos a
lesdo, sugeriram a ocorréncia de
neuroprotecdo mais relevante do que agéo
regenerativa. Tem sido postulado que a
neuroprotecdo pode ocorrer como resultado
da producdo de fatores de crescimento pelas
células transplantadas (Parr et al., 2008).
Contudo, assim como ocorreu com Parr et
al. (2008), é possivel que a lesdo causada a
medula espinhal nesse experimento tenha
sido tdo acentuada que impediu a
ocorréncia de qualquer neuroprotecdo e,
gue o tempo avaliado tenha sido
insuficiente para perceber 0s possiveis
efeitos  benéficos na  plasticidade,
remielinizagdo e regeneragdo neuronais.

Considerando a avaliacdo da expressédo
génica dos fatores troficos BDNF, NT-3,
VEGF e seu receptor KDR, um fato
interessante € que todos os graficos sdo
parecidos, sendo que em todos a menor
coluna é a do grupo PLA e, a maior, a do
CTM. O grupo CTM teve expressdo
significativamente maior dos fatores BDNF
e VEGF, apresentando resultado mais
favoravel que a sua combinacdo com a
condroitinase. O grupo CDT apresentou
maior expresséo de BDNF do que o
placebo, embora menor do que o CTM.

Os astraocitos reativos, por meio da captacdo
de glutamato, limpeza dos radicais livres, e
sintese de neurotrofinas e hormonios,
protegem os tecidos e preservam as funcbes
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nos periodos iniciais apds lesbes do sistema
nervoso central (Sofroniew, 2005 citado por
Hu et al., 2010). A astrogliose também
pode propiciar a regulacdo extracelular de
ions, controlar a  liberacdo  de
neurotransmissores e permitir reparacdo da
matriz (Garcia-Alias et al., 2009). No
presente estudo, a condroitinase foi
administrada em uma fase inicial ap6s o
trauma, com menos de quatro semanas, 0O
gue segundo Hu et al. (2010) agiria
inibindo essa acéo benéfica dos astrdcitos e,
consequentemente  sua  sintese  de
neurotrofinas. Apesar disso, o grupo tratado
teve expressdo maior dos fatores benéficos
oriundos da acdo dos astrocitos em relagéo
ao grupo placebo, em desacordo com o
autor citado.

As neurotrofinas  desempenham  papel
crucial em vérios aspectos da funcao neural,
incluindo sobrevivéncia, desenvolvimento,
funcionamento e plasticidade (Chen et al.,
2005; Balaratnasingam e Janca, 2012). O
BDNF, o fator de crescimento do nervo
(NGF), a NT-3 e a neurotrofina-4 (NT-4)
sdo neurotrofinas essenciais conhecidas por
promover sobrevivéncia neuronal (Webb et
al., 2010). O BDNF e a NT-3 ainda
induzem o crescimento de neuritos, e
aumentam a expressdo de enzimas que
sintetizam neurotransmissores (Mocchetti e
Wrathall, 1995 citado por Chen et al.,
2005). Além disso, o BDNF, neurotrofina
mais abundante e abrangente no sistema
nervoso central de mamiferos, tem a
capacidade de inibir a apoptose neuronal
sendo essencial para o0 seu bom
funcionamento (Balaratnasingam e Janca,
2012; Han et al.,, 2012). Nesse contexto,
talvez fosse esperado que o grupo CTM que
apresentou maior expressdio do BDNF
tivesse maior imunomarcacdo de neuN,
menor de caspase 3 e melhor recuperacdo
locomotora. Entretanto, a expressao génica
€ um evento precoce e, apos sua ocorréncia,

0 BDNF precisa ser constituido e ter tempo
para agir, principalmente no caso da fungao
motora que seria consequéncia mais tardia
do aumento da expressdo  dessa
neurotrofina.

Observa-se que a expressdo génica das
neurotrofinas  possui  inser¢do bastante
controversa. Diversos estudos
demonstraram aumento local na expressdo
de BDNF (Lu et al., 2005; Rodrigues Hell
et al.,, 2009; Osaka et al., 2010) apo6s
aplicagdo de células em ratos com leséo
medular, enquanto, Caldeira (2011) ao
avaliar medulas espinhais duas, trés ou
cinco semanas apo6s a aplicacdo de CTM da
medula dssea ndo detectou expressdes
aumentadas de BDNF ou NT-3. A
recuperacdo correlacionada com o aumento
dessas neurotrofinas também ndo €
consenso na literatura. Osaka et al. (2010)
correlacionaram  0s  niveis  maiores
encontrados com melhor desempenho na
capacidade motora e, Sasaki et al. (2009)
demonstraram que células geneticamente
modificadas para secretar mais BDNF
proporcionavam maior crescimento dos
axonios acompanhado de recuperacéo
funcional. Por outro lado, corroborando os
achados do presente estudo, Lu et al. (2005)
encontraram aumento dos niveis de BDNF
no grupo que recebeu células, mas ndo
observaram  recuperacdo funcional e,
atribuiram esse achado ao fato que o
crescimento axonal se limitou ao sitio da
lesdo e ndo se estendeu além dele, o que
também pode ter ocorrido  nesse
experimento.

N&o estd bem estabelecido se as células
transplantadas contribuem para aumentar os
niveis das neurotrofinas por meio de
secrecdo direta ou por efeito paracrino,
induzindo a secre¢@o no tecido hospedeiro
(Osaka et al., 2010), mas o efeito
neuroprotetor dessas substancias estd
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claramente  associado ao  beneficio
terapéutico da administracdo das células
(Chen et al., 2005; Honma et al., 2006; Parr
et al., 2008; Osaka et al., 2010). Entretanto,
Wright et al. (2011) relataram que essas
mesmas neurotrofinas podem ter efeito
limitado na medula espinhal lesada frente as
moléculas inibitorias presentes na cicatriz
glial, ou seja, PGSC, glicoproteina
associada a mielina (MAG) e Nogo-A.
Nesse contexto, era esperado que a CDT,
por inibir os PGSC, contribuisse para
melhor agdo das neurotrofinas, aumentadas
pela acdo das células tronco, contudo esse
fato ndo foi comprovado. Apesar do grupo
CDT+CTM ter sido o Unico que se diferiu
do PLA e apresentou resultados
semelhantes ao controle negativo em
relacio & sobrevivéncia neuronal, seu
resultado foi semelhante ao do grupo que
recebeu apenas as CTM.

O grupo CTM também obteve a maior
expressdao de VEGF. Embora esse fator
tréfico tenha efeito controverso na lesdo
medular (Wang el al., 2011) por alterar a
permeabilidade da barreira hemato-espinal
e, possivelmente causar edema, na maioria
das vezes ele parece ser benéfico (Patel et
al., 2009). Além da sua conhecida funcéo
de estimulo aos vasos sanguineos, ele tem
acdo neuroprotetora (Xin-min et al., 2005),
promove crescimento axonal, melhora na
recuperacdo funcional e aumento da
sobrevida de células tronco implantadas
(Jin et al., 2011). A angiogénese por si S0,
ja justificaria maior neuroprotecdo nesse
grupo, pois pode ser efetiva em reduzir o
dano secundario (Patel et al., 2009; Jin et
al., 2011; Han et al., 2012; Kundi et al.,
2013). O grupo CTM, apesar de ter
expressado mais BDNF e VEGF, néo
apresentou melhor recuperacdo motora.
Contrariando os achados desse estudo,
Wang et al. (2011) encontraram aumento
precoce na capacidade locomotora no grupo

tratado com VEGF sugerindo efeito
benéfico na aceleracdo da recuperagdo
neuroldgica. Patel et al., (2009) também
constataram melhora no teste do BBB, 28
dias ap6s o trauma, no grupo que recebeu
VEGF em relagdo ao placebo. No trabalho
de Han et al. (2012), a associacdo de CTM
com sinvastatina aumentou a expressao de
BDNF e VEGF e, foi capaz de promover
reducdo nas cavitagdes da lesdo e, assim
como em Wang el al. (2011), com
recuperacao precoce da funcdo do membro.

Em lesbes da medula espinhal, a
interrupcdo da barreira hemato-espinal e o
rompimento das redes locais de vasos
sanguineos contribuem para a inflamacgéo e
isquemia. Sendo o grau da isquemia
correlacionado com a gravidade da leséo,
pois a falta de vascularizagdo impede a
ocorréncia de processos de reparacéo
tecidual, terapias que contribuem para
reduzir a perda de vasos e/ou restabelecer a
sua integridade podem auxiliar a
recuperacdo apds uma lesdo medular
(McCreedy e Sakiyama-Elbert, 2012;
Kundi et al., 2013). Para avaliar o efeito das
terapias instituidas na angiogénese utilizou-
se, além do VEGF, a molécula de adeséo
endotélio plaguetaria (PECAM-1),
conhecido marcador de células do endotélio
vascular (Whetstone et al., 2003; Mahoney
et al, 2009). Nao houve diferenca
estatistica entre 0s grupos quanto a
expressao dessa molécula de adesdo,
embora o grupo CDT tenha apresentado 0s
valores mais altos e, tenha sido observada
maior vascularizagdo nesse grupo e no
CDT+CTM no exame histologico (ndo
guantificado). Contudo, avaliou-se a
expressao génica, processo bastante precoce
na angiogénese e, que pode ter ocorrido em
fase anterior a avaliada nesses grupos, nao
sendo por isso identificada nesse estudo.

Quanto a expressdo génica da caspase 3,
ndo houve diferenca entre os grupos. Esse
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resultado era esperado considerando que 0s
principais picos de apoptose ocorrem com
oito e 24 horas pds trauma medular agudo
experimental em ratos (Lu et al.; 2000) e, a
avaliagdo nesse estudo foi realizada 30 dias
ap6és o trauma. Corroborando  esse
resultado, Lin et al. (2012) constataram
niveis das caspases 3, 6, 8 e 9
significativamente maiores nos grupos que
sofreram trauma medular somente até o
sétimo dia p6s lesdo e ndo encontraram
diferenca apds 14 e 28 dias, quando o0s
niveis ja estavam muito baixos em todos os
grupos. Contrariando esses achados, Mallei
et al. (2005) afirmaram que a apoptose pode
persistir por varios meses e, Dasari et al.
(2007) encontraram menor expressao de
caspase-3, 21 dias apds a lesdo no grupo
tratado com CTM.

As alteragdes histologicas encontradas estéo
de acordo com a literatura. O trauma grave
geralmente causa cavitacdo central na
medula em que apenas a borda periférica da
substancia branca é preservada (Tator e
Fehlings, 1991). A fagocitose que se inicia
poucos dias ap6s a lesdo resulta nessas
cavitagBes (Janssens, 1991). Dependendo
da gravidade da lesdo, a necrose pode se
estender cranial e caudalmente, tipicamente
na base do funiculo dorsal (Summers et al.,
1995). Outro achado interessante nessa
avaliacdo foi a distensdo do canal central
medular nas regides craniais ao trauma,
bem como a diminuicdo do seu Iimen nas
regides imediatamente caudais, fato que
pode ser atribuido a obstrugdo do fluxo do
liquido cefalorraquidiano causada pelo
trauma, levando ao acimulo desse liquido
no segmento anterior a lesdo e diminuicéo
no posterior. Constatou-se ainda que o
intervalo de 440uM entre as laminas
permitiu boa caracterizacdo da progressao
da lesdo ao longo da medula espinhal, com
visualizacdo de diferentes intensidades de
alteracBes histoldgicas, desde vacuolizagdo

discreta até mielomalacia difusa intensa, no
local onde foi realizado o trauma mecanico.

Quanto a avaliacdo imunoistoquimica pelo
neuN, 0 grupo que recebeu a combinacéo
de tratamentos (CDT+CTM) obteve maior
nimero de neurdnios vidveis em relagdo ao
placebo. Os grupos que receberam células
(CTM e CDT+CTM) apresentaram
imunomarcacdo neuronal semelhante ao
grupo sem trauma (CN), contudo o
CDT+CTM foi o Unico que se diferiu do
placebo. O neuN é considerado marcador
especifico e confidvel e, tem sido
extensivamente utilizado para caracterizar
0s neurénios (Mullen et al., 1992; Gill et
al.,, 2005; Han et al., 2012). A maior
preservacdo neuronal encontrada no
CDT+CTM pode ter sido mediada pela
neuroprotecdo causada pelo BDNF, NT-3
ou VEGF, embora esse grupo tenha
apresentado  valores  desses  fatores
inferiores ao CTM, a avaliacdo foi pontual
e, ndo mostra 0 comportamento dos fatores
nos momentos que a precedem. Era
esperado que no grupo CDT+CTM a
condroitinase apresentasse efeito sinérgico
com as CTM, favorecendo a cinética dessas
células na lesdo medular, tornando o
ambiente mais propicio & acdo das
neurotrofinas e a regeneragdo axonal, e,
favorecendo a vascularizacdo e seus efeitos
benéficos, contudo esse fato ndo foi
verificado, pois esse grupo teve nimero de
neurdnios viaveis semelhante ao grupo que
recebeu somente as CTM. Limetal. (2011)
encontraram maior imunomarcacdo de
neuN no grupo de ratos com isquemia
cerebral que recebeu CTM e, atribuiram
esse achado & migracéo e diferenciacdo das
células injetadas, o que também pode ter
contribuido para o resultado encontrado no
grupo CDT+CTM, pois a
transdiferenciacdo de células da medula
0ssea em células neuronais, embora
controversa, € outro mecanismo pProposto
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para explicar o efeito terapéutico das CTM
(Honma et al., 2006; Osaka el al., 2010;
Uccelli et al., 2011).

Na anélise imunoistoquimica da GFAP o0s
grupos CDT e CTM apresentaram
resultados semelhantes ao CN sem,
entretanto, se diferir do placebo. Quanto a
avaliacdo da vimentina, todos 0s grupos
com trauma apresentaram imunomarcagao
maior do que o controle negativo, como era
esperado. Entre os grupos com trauma, 0
CDT apresentou o menor valor, sendo o
Gnico que se diferiu do placebo. A
vimentina e 0 GFAP pertencem a um grupo
de proteinas designadas de filamento
intermediario. O papel exato dessas duas
proteinas, além de suas funcBes no
citoesqueleto, ainda ndo esta estabelecido,
embora ambas sejam utilizadas como
marcadores gliais (Oudega e Marani, 1991).
A vimentina é considerada o maior
componente do citoesqueleto de astrdcitos
imaturos, contudo Oudega e Marani (1991)
demonstraram que, durante a segunda e
terceira semana p6s natal em ratos, ocorre
transicio de vimentina para GFAP,
possivelmente refletindo a diferenciacdo de
glioblastos em astrdcitos. Contudo, frente a
agressbes ao sistema nervoso, ocorre
recuperacdo na capacidade de expressar
vimentina e, independente da causa da
agressdo, o reparo tecidual acaba contando
com reagdo astrocitaria em menor ou maior
grau (Bondan et al., 2003), fato que foi
constatado nesse estudo. Nesses dois
filamentos intermedi&rios verificou-se que a
imunomarcacdo € aumentada frente a
injdria, em concordancia, Luna et al. (2010)
constataram que as células de Miller da
retina de roedores, assim como 0S
astrocitos, tém incremento de vimentina e
GFAP na ocorréncia de lesdo, indicando
estado de reatividade. Bondan et al. (2003)
também verificaram maior imunomarcagao
desses filamentos no tronco encefalico de

ratos submetidos ao agente gliotdxico
brometo de etidio.

Embora a diminuicdo do GFAP nos grupos
CDT e CTM ndo tenha sido significativa,
Rodrigues Hell et al. (2009) relataram que
por meio da imunomodulacdo, as CTM
conseguem diminuir a astrogliose e a
ativagdo microglial, com consequente
reducdo de GFAP, contribuindo para
melhorar a sobrevivéncia neuronal e
estabilidade sinaptica. A CDT pode
conseguir esse efeito de maneira
semelhante, pois a degradagdo dos PGSC
pela condroitinase ABC resulta na
formacdo do 6-sulfato dissacarideo que
também é capaz de modular a micréglia
acarretando neuroprotecdo (Rolls et al.,
2008).

A cicatriz glial envolve principalmente
astrocitos que sdo ativados na tentativa de
limitar a extensdo da lesdo (Crespo et al.,
2007; Rolls et al., 2008) e restaurar a
barreira hematoenceféalica (Wright et al.,
2011). Essas células sdo os principais
componentes da cicatriz glial e, expressam
GFAP e vimentina, dessa forma, menor
imunomarcacdo da vimentina no grupo
CDT ¢ indicativo da acdo dessa enzima
diminuindo a cicatriz glial. Embora ndo
tenha sido observada aumento da
capacidade motora em nenhum grupo no
presente trabalho, Menet et al. (2003) e Hsu
et al. (2006) demonstraram  que
camundongos deficientes de ambos, GFAP
e vimentina, ou com ablagcdo seletiva de
astrocitos  reativos, mostram  maior
crescimento dos axénios e melhor
recuperacdo funcional apds a lesdo, como
resultado da reducéo da astrogliose reativa.
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8. CONCLUSOES

- A CDT e as CTM em terapia Unica ou
associada ndo promoveram melhora motora
dos animais estudados ap6s trauma medular
experimental.

- A utilizagdo de CDT e de CTM em terapia
Unica ou associada ndo modificou o padréo
da lesdo histoldgica observada nos animais
em relagdo aos ndo tratados.

- A associagdo das CTM com a CDT
promoveu neuroprotecdo ao apresentar
viabilidade neuronal semelhante ao grupo
CN, mas ndo demonstrou reducdo na
cicatriz glial expressa pela imunomarcacéo
de GFAP e vimentina.

- As CTM, como terapia Unica,
demonstraram ser o0 tratamento mais
eficiente para promover aumento na
expressao dos fatores troficos BDNF e
VEGF, ambos com fung¢des reconhecidas na
neuroprotecao.

- O tratamento com a enzima CDT, como
terapia Unica, aumentou a expressdo da
neurotrofina BDNF e promoveu queda na
vimentina em relacdo ao placebo gerando
neuroprotecédo e reducdo na cicatriz glial.

- No presente estudo os valores da
expressdo génica de NT3, KDR, PECAM 1
e caspase 3 ndo sofreram interferéncia com
os diferentes tratamentos.
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10. ANEXOS

10.1. Anexo 1. Certificado do Comité de Etica em Experimentacdo Animal

Universidade

Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 145/2011, relativo ao projeto intitulado
“Condroitinase ABC e células tronco mesenquimais, em terapia Unica ou
associada, no tratamento de ratos submetidos a trauma da medula
espinhal’, que tem como responsavel(is) Eliane Goncalves de Melo , estd(do) de
acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na
reunido de 10/ 08/2011.

Este certificado expira-se em 10/ 08/ 2016.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 145/2011, related to the project entitled
“Chondroitinase ABC and mesenchymal stem cells in single or combination
therapy in the treatment of rats submitted to spinal cord injury’, under the
supervisiors of Eliane Gongalves de Melo, is in agreement with the Ethical
Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal
Experimentation (CETEA/UFMG), and was approved in August 10, 2011.

This certificate expires in Augu

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516

www.ufmg.bribioeticalcetea - cetea@prpg.ufmag.br
(Mod.Cert. v1.0)

da
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10.2. Anexo 2. Resultados individuais da capacidade motora pela escala de escores BBB

em cada dia de avaliacéo

CONTROLE NEGATIVO
valiagdo | 1 | 2 [ 3 |4 | 5|6 |7 |8
Animal
AlG1 21 |21 21|21 |21 |21|21]|21
A2G1 21 |21 21|21 |21 |21 |21]|21
A3G1 21 |21 21|21 |21|21|21]|21
A4G1 21 |21 21|21 |21 |21|21]|21
A5G1 21 |21 21|21 |21 |21|21]|21
A6G1 21 |21 21|21 |21 |21|21]|21
A7G1 21 |21 21|21 |21|21|21]|21
A9G1 21 |21 21|21 |21|21|21]|21
Al10G1 21 |21 21|21 |21|21|21]|21
A2G3 21 |21 21|21 |21|21|21]|21
PLACEBO
valiagdo 112 |34 |5|6]|7 8
Animal
A2G2 0 |0 |0 |1
A4G2 0 |0 |1 |5 |5 |0 6
A5G2 1 |5 (8 |10|13 |13 (14| 14
ABG2 0 |0 |0 |0 |1 |1 |1 |1
ATG2 0 |0 |0 |0 |O |O |O |1
A8G2 1|1 (8 (8 (9 |9 (10]10
A9G2 0 |0 (4 |7 |7 |7 |7 |8
A10G2 0 [0 |1 |1 |1 |4 |4
A4G3 0 [1 |7 (8 |9 |9 |9 |10
A5G3 0 |0 |4 |4 |8 |8 |8 |9
CONDROITINASE
valiagdo 1,12 |34 |5|6]|7]|8
Animal
AlG4 0 |0 |O 8
A2G4 0 |0 |1 1
A3G4 0 |0 |O
A4G4 1 14 |8 (1113|1719 |20
A5G4 0 |0 |O 707 |7 19
A6G4 1 ]1 |4 10 (12 | 14 | 14
ATG4 0 |1 |8 9 |11 |11
A8G4 0 |1 |8 10 (10 | 11
A9G4 0 |6 |8 |10|10 (11|12 13
Al10G4 0 |0 |O |O |O (1 |1 |1
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