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Resumo

O trauma medular agudo é frequente na rotina da clinica veterinéria, e por vezes
determina a eutandsia do paciente, ou prejuizos importantes a qualidade de vida do
mesmo, como a perda de funcdo motora. A cicatriz glial € considerada barreira
determinante a regeneracdo espinal, e €& constituida a partir da producdo de
proteoglicanas de sulfato de condroitina por astrécitos reativos. No presente estudo,
25 ratos foram submetidos ao trauma espinal agudo compressivo, e posteriormente
tratados com a enzima bacteriana condroitinase ABC por via intramedular,
imediatamente apds o trauma, e células tronco mesenquimais de tecido adiposo por
via intravenosa, trés horas depois. Os grupos que receberam condroitinase, associada
ou ndo as células tronco, apresentaram melhor recuperacdo motora em relacdo aos
que nao foram tratados com a enzima. Esses animais também tiveram aumento na
expressao génica relativa, avaliada por PT-PCR em tempo real, de BDNF e PECAM-1
em relagdo ao grupo controle. A expressdo de vimentina também foi avaliada, e os
grupos tratados com condroitinase isoladamente e associada as células tronco, assim
como o grupo tratado com células tronco isoladamente, tiveram menor expressao em
relagdo ao grupo controle. Sugere-se entdo que a condroitinase por via intramedular,
aplicada imediatamente apGs o trauma, € capaz de promover recuperacao funcional
precoce e induzir a producdo de fatores neuroprotetores. Além disso, a enzima e as
células tronco, modulam a astrogliose, reduzindo a expressao de vimentina, um
componente dos filamentos intermediarios, presentes na cicatriz glial.

Abstract

Acute spinal cord trauma is frequent in veterinary clinical routine, and sometimes
determines the patient euthanasia, or serious damage to the life's quality, as the loss of
motor function. Glial scar is considered a barrier to the spinal cord regeneration, and it
is constituted by chondroitin sufate proteoglycan production by reactive atrocytes. On
this study 25 rats were submitted to the compressive spinal cord trauma, and lately
treated with chondroitinase ABC intramedullary imediately after trauma, and
mesenchymal stem cells from adipose tissue intravenously threehours later. The
groups that received chondroitinase, associated or not to stem cells, presented better
motor recovery than those that were not treated with the enzyme. These animals also
had increase in the relative gene expression, evaluated by real-time PCR of BDNF and
PECAM-1 in relation to the control group. The expression of vimentin was also
evaluated, and chondroitinase alone and stem cell associated groups, as well as the
stem cell group, had lower expression when compared with the control group,
suggesting that chondroitinase intramedullary, applied immediately after the trauma, is
capable of promoting early functional recovery and inducing the production of
neuroprotective factors. In addition, the enzyme and stem cells modulate astrogliosis,
reducing the expression of vimentin, a component of the intermediate flares present in
the glial scar.

1. Introducéo
O trauma medular agudo representa uma das entidades mais frequentes e graves na

clinica veterindria de pequenos animais (Arias et al. 2007) e o tratamento para tal

injuria deve ser instituido o quanto antes, pois o trauma inicial deflagra uma série de
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alteracGes secundarias, por vezes responsaveis pela impossibilidade do retorno de

fungbes motoras e sensoriais do paciente (Braund, 2003).

Pessoas acometidas pelo traumatismo espinhal agudo ainda tém progndstico
desfavoravel, o que impulsiona pesquisas a cerca da fisiopatogenia desta entidade e
seu tratamento (Jeffery e Blakemore, 1999). Estima-se que, aproximadamente,
2,5 milh6es de pessoas sofram com o traumatismo medular agudo,
sendo 130.000 novos casos ao ano (Adams e Cavanagh, 2014, citado
por Oliveri et al, 2014). Véarias estratégias tém sido estudadas em
modelos animais, uma vez que ndo ha cura para tal enfermidade (Kundi
et al, 2013a). O conhecimento adquirido a esse respeito em pequenos animais
pode incrementar as opgdes terapéuticas e 0 sucesso obtido também na medicina
humana (Jeffery e Blakemore, 1999).

Ap6s a injuria medular, se inicia o processo de formacgao da cicatriz glial (Rhodes et al,
2003), no qual astrécitos reativos produzem filamentos intermediarios, e estes,
proteoglicanas de sulfato de condroitina-PGSC (Schachtrup et al, 2010), considerados
principais inibidores da regeneracdo do sistema nervoso (Silver e Miller, 2004,
Tom et al, 2004). Em estudos anteriores, a enzima bacteriana
condroitinase ABC promoveu a recuperagdo apoOs injuria medular por
destruir as PGSC (Crespo et al, 2007). Demonstrou-se também que o
uso desta enzima aumenta a plasticidade axonal (Tom e Houlé, 2008),
promove a regeneracdo neuronal (Tom et al, 2009; Lin et al, 2011), e a
recuperacdo sensorial (Shields et al, 2008). Assim, a manipulacdo da
cicatriz glial, pelo uso da condroitinase, parece ser terapia promissora

para o traumatismo medular (Crespo et al, 2007).

Entretanto, a combinacao de estratégias terapéuticas na injaria medular
teria maior sucesso frente a complexidade desta entidade (Cregg et al,
2014). Assim, prop0Oe-se no presente estudo, a utilizagdo da enzima
condroitinase, associada a terapia com células tronco mesenquimais
(CTM). Inicialmente, o interesse a cerca desta terapia se deu devido a
indiferenciacdo apresentada pelas células tronco, e sua capacidade em
transdiferenciar em células de diferentes tecidos, inclusive neurais
(Ucceli et al, 2006). Entretanto, atualmente ja se sabe que as CTMs
secretam diversos fatores de crescimento e citocinas que auxiliam na

regeneracado tecidual (Drago et al, 2013), e em recentes estudos
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demonstrou-se que as CTMs modificam o microambiente lesado e
promovem a sobrevivéncia de células, como neurdnios e
oligodendrécitos (Cho et al, 2009). Existem também outros beneficios
da terapia celular em injarias do sistema nervoso central (SNC), como
regeneracdao axonal das células lesadas (Honmou et al, 2012; Liu et al,
2013; Spejo et al, 2013), imunomodulacdo (Ucceli et al, 2011) com
reducdo da astrogliose (Boido et al, 2012), estabilizacdo sinéptica
(Spejo et al, 2013), recuperacdo funcional (Osaka et al, 2010) e
neovascularizacdao (Honmou et al, 2012).

2. Hip6teses

2.1 Hipétese Geral

Células tronco de tecido adiposo associadas a enzima bacteriana condroitinase ABC
promovem regeneracdo axonal previnem a formacéo da cicatriz glial em medula
espinhal de ratos com trauma agudo.

2.2 Hipé6teses Particulares
1. A aplicagéo precoce de condroitinase ABC no trauma da medula espinhal, previne a

formacgdo da cicatriz glial, por digerir as proteoglicanas de sulfato de condroitina,
permitindo maior atividade benéfica das células tronco.

2. As células tronco de tecido adiposo tém efeito imunomodulador, reduzindo a

astrogliose, e portanto, a indugéo da formacéo da cicatriz glial.

3. Ha efeito sinérgico na administragdo de condroitinase e células tronco
mesenquimais em relacdo a liberacdo de fatores favoraveis a regeneracdo e

neovascularizagdo da medula espinhal.

4. Os tratamentos, isoladamente ou em associagdo, promovem a recuperacdo da

fungéo motora precocemente.

3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral
Estudar a acdo da condroitinase ABC e das células tronco mesenquimais de tecido

adiposo, em associacdo ou ndo, no traumatismo medular experimental em ratos.
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3.2 Objetivos Especificos
1. Avaliar a recuperacao de funcdo motora de ratos submetidos ao trauma medular,

por meio de teste clinico, submetidos ou ndo aos tratamentos propostos.

2. Avaliar a expressdo génica do filamento intermediario vimentina, do fator de
crescimento de endotélio vascular (VEGF), da molécula de adesdo endotélio
plaquetaria (PECAM-1), do fator transformador de crescimento (TGF-) e do fator
neurotrofico derivado de encéfalo (BDNF), nos animais submetidos ao trauma

medular, tratados ou nao.

3. Avaliar a viabilidade da aplicacdo de condroitinase intramedular por meio de teste

clinico em relagdo a fungéo motora.

4. Revisao de Literatura

4.1 Fisiopatogenia do trauma medular agudo
A injaria medular é definida como a ocorréncia de lesdo aos elementos neuronais que

resulta em déficit temporario ou permanente, sensorial e/ou motor (Tohda e
Kuboyama, 2011). O trauma medular agudo resulta em lesdes classificadas
em dois grupos: lesdes primarias e secundarias a medula espinhal. As
lesGes primarias sdo decorrentes dos efeitos imediatos e mecéanicos
resultantes do traumatismo (Bergman et al, 2000), levando a destruigcéo
de elementos neuronais e vasculares (Braund, 1993) que resulta em
interrupcdo de impulsos nervosos (Liu et al, 1997; Bagley et al., 1999).
As lesbes secundarias determinam a perda de tecido neuronal

inicialmente ndo lesado (Bergman et al, 2000).

Dentre as lesdes secundéarias, demonstrou-se que a isquemia ¢é
importante responsavel pela gravidade da injaria a medula espinhal,
causando inclusive efeitos sistémicos, como hipotensdo e redugdo do
débito cardiaco (Tator; Fehlings, 1991). O deficiente suprimento de
glicose e oxigénio induzem o metabolismo anaerdbio, que produz
quantidade insuficiente de adenosina trifosfato (ATP) para o
funcionamento de bombas de s6dio dependentes de ATP, presentes nas
membranas celulares, o que determina perda da homeostase celular e
influxo de sodio (Janssens, 1991). As lesGes neuronais associadas a
reducdo do suprimento energético, também causam aumento da

liberacdo celular de glutamato, um neurotransmissor excitatério que, em
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contato com seu receptor, promove a abertura dos canais de ions da
membrana celular. Com os canais i6nicos abertos tem-se influxo de
calcio e, em menor quantidade, de sodio e cloreto, o que promove o0
edema e, portanto, a prépria isquemia (Braund, 1993; Jeffery, 1999). O
aumento de calcio intracelular ativa o mecanismo da caspase 3, que
desencadeia a sinalizacédo celular a apoptose. Tal evento também ativa
a fosfolipase A,, que cliva o acido aracdbnico, iniciando a cascata
inflamatdéria e a liberacdo de prostaglandinas e leucotrienos, o que
aumenta a permeabilidade vascular (Janssens et al, 1991). O
metabolismo do &cido aracdbnico também intensifica a agregacéao
plagquetaria por liberacdo de tromboxano, ocasionando a obstrucdo de
vasos sanguineos (Braund, 1993; Bartholdi e Schwab, 1997). Também
por deplecdo da producdo de ATP, ocorre a liberacdo de radicais livres
de oxigénio que, por peroxidacdo lipidica, determinam lesdo a
membrana celular e mais prejuizo a homeostase celular (Basu et al,
2001).

Para remocado de restos celulares resultantes da apoptose, macréfagos
e fibroblastos séo recrutados para o local, e a lesdo medular ja
apresenta hemorragia, cavitacdes, edema e gliose (Tator e Fehlings,
1991). A formacado de cistos medulares intensifica as disfun¢cdes motora

e sensorial (Grill et al, 2005).

4.2 Formagao da cicatriz glial e o uso da enzima condroitinase
Frente a injaria medular, a cicatriz glial é formada a partir de astrécitos

reativos e hipertrofiados, que expressam filamentos intermediérios,
cujos principais componentes sdo a proteina &cida fibrilar (GFAP) e a
vimentina, fendmeno chamado de gliose reativa ou astrogliose (Silver e
Miller, 2004, Machado et al, 2006; Tom e Houlé, 2008). Este é um
evento complexo e multifatorial que, num primeiro momento, minimiza
os danos teciduais por restringir a lesdo, produzir fatores de
crescimento, promover a revascularizacdo, a manutencdo da
homeostase e a retirada de debris celulares. Entretanto, seus efeitos
prejudiciais a regeneracdo parecem se sobrepor aos efeitos benéficos
(Karimi-Abdolrezaee e Billakanti, 2012). Estes filamentos (GFAP e
vimentina) produzem as proteoglicanas de sulfato de condroitina

(PGSC), que reduzem o brotamento axonal, sendo considerados
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inibidores da regeneracdo do sistema nervoso (Silver e Miller, 2004,
Tom et al, 2004). Notou-se também que os axbénios tornam-se tortuosos
nas proximidades da cicatriz glial, e poucos conseguem penetra-la
(Rhodes et al, 2003).

Proteoglicanas (PGs) sdo proteinas com uma ou mais ligacbes a
glicosaminoglicanas (GAG), e sdo um importante componente da matriz
extracelular (Sugahara et al, 2003). O sulfato de condroitina é formado
a partir da polimerizacdo de repetidas unidades de dissacarideos de
acido glucordnico e N-acetil-galactosamina, com o radical sulfato, que
pode estar em diferentes posi¢cdes. O sulfato de condroitina ligado a
PGs, constitui a PGSC, uma barreira a regeneracao axonal (Sugahara e
Kitagawa, 2000).

A quebra da barreira hemato espinhal, e a presenca de fatores
sanguineos na medula espinhal, também tém importante participacdo na
formacdo da cicatriz glial (Cregg et al, 2014). Sugere-se que 0
fibrinogénio, por meio de sinalizagcdo mediada pelo TGF-B, induza a
producdo de PGSC pelos astrécitos (Schachtrup et al, 2010).0 fator
transformador de crescimento beta (TGF-B) tem sido estudado devido
ao seu efeito ativador da astrogliose (Asher et al, 2000; Lagord et al,
2002; Machado et al, 2006; Kimura-Kuroda et al, 2010; Schachtrup et al,
2010). Apo6s a injaria, o TGF-B é sintetizado pela micréglia, e em
menores quantidades, pelos astrécitos (Machado et al, 2006). Hsiao e
seus colaboradores (2013) inibiram receptores de TGF-f3, em cultura de
astrocitos com emprego de fibrinogénio, o que reduziu a expressédo de

PGSC, apesar de nao té-la cessado.

Frente a esse quadro, inicia-se o processo de reparacdo, sendo a
angiogénese um de seus principais mecanismos (Kundi et al, 2013b). O
fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF), descoberto em
células tumorais (Senger et al, 1983) é um dos principais sinalizadores
da angiogénese. Regulado na hipoxia pela acdo do fator induzido por
hipéxia (HIF), o VEGF estimula a morfogénese do vaso sanguineo
(Kundi et al, 2013b), tem efeito neuroprotetor (Jin et al, 2000; Sun et al,
2003), promove o crescimento axonal e da suporte a sobrevivéncia e

proliferacdo de células gliais (Jin et al, 2002).
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Estudos estabeleceram que a enzima bacteriana condroitinase ABC
promove recuperacao funcional na injuria ao sistema nervoso (Crespo et
al, 2007), pois fragmenta as GAGs do nucleo protéico da PGSC (Iseda
et al, 2008; Shield et al, 2008). Demonstrou-se também que o uso desta
enzima aumenta a plasticidade axonal (Tom e Houlé, 2008), promove a
regeneragcao neuronal (Tom et al, 2009; Lin et al, 2011), e a
recuperacdo sensorial (Shield et al, 2008). A degradacdo das PGSCs
forma o 6-sulfato dissacarideo, que estimula a liberacdo de fator
neurotréfico derivado de encéfalo (BDNF), promovendo a regeneracgédo e
recuperacédo funcional do sistema nervoso central (Lin et al, 2011), por
dar suporte a sobrevivéncia de neurbnios sensoriais (Hyman et al,
1991). Assim, o uso da condroitinase em pacientes acometidos por
injaria medular, visando a desestruturacdo da matriz extracelular, e
portanto, manipulacdo da cicatriz glial, representa uma terapia potencial

e promissora (Crespo et al, 2007).

4.3 Células tronco mesenquimais e seu uso na neurologia
As células tronco tém grande potencial para varias aplicacbes

terapéuticas, principalmente por sua caracteristica de indiferenciacéao
(Bydlowski et al, 2009), sendo capazes de se autorrenovar e se
diferenciar em diversos tipos celulares. Além disso, apresentam
propriedades imunomoduladoras e efeito paracrino mediante injaria
tecidual (Zuttion et al, 2013), fato importante ja que as alteragdes do
microambiente resultantes da injaria medular constituem importante

fator limitante a regeneracao tecidual (Counmans et al, 2001).

O primeiro registro do isolamento de células tronco data de 1970,
quando Friendenstein e seus colaboradores descrevem uma cultura
celular de medula 6ssea de cobaias, que apresentou desenvolvimento
de fibroblastos e formacdo 6ssea espontadnea. Em 1991, Caplan prop0e
a nomenclatura para designa-las: Células Tronco Mesenquimais (CTM)-

Mesenchimal Stem Cell.

Segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular (International
Society for Cellular Therapy), para que se caracterize uma célula tronco

a mesma deve:

- Apresentar aderéncia ao plastico quando em cultura celular;
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- A maior parte das células da cultura deve ser positiva para CD105,
CD73 e CD 90, e negativa para CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79 ou
CD19 e HLA-DR (MHC).

- Ter capacidade de se diferenciar em osteoblastos, condrocitos e

adipocitos (Dominici et al, 2006).

As CTMs podem ser isoladas a partir de diversos tecidos, como sanhgue
de corddo umbilical, liquido amnioético, medula 6ssea, derme, figado,
baco, polpa dentaria e tecido adiposo (Zuttion et al, 2013). O primeiro
sitio amplamente estudado de coleta de CTM foi a medula 6éssea,
entretanto, o isolamento destas a partir de tecido adiposo parece mais
promissor. Sua obtencdo pode ser feita com anestesia local, com
minimo desconforto, e grande quantidade de material (Zuk et al, 2001).
Além disso, o rendimento de CTM de tecido adiposo é 40 vezes maior

que de medula 6ssea (Kern et al, 2006).

Por se acumularem préximas aos processos inflamatoérios (Souza et al,
2010) devido a atracdo para tecidos com injuria (Sykova e Jendelova,
2007), as CTM néao precisam ser aplicadas no local da lesdo, podendo
ser administradas por via endovenosa (Osaka et al, 2010; Honmou et al,
2012; Silva, 2013).

Inicialmente, o interesse pela terapia celular na neurologia se deu a
partir da expectativa de regeneracédo tecidual, devido a capacidade de
diferenciacdo das CTM em células neuronais (Ucceli et al, 2011). A
neurogénese em pacientes tratados com CTM se d& por trés
mecanismos: transdiferenciacdo celular, fusdo celular e atividade
paracrina (Maltman et al, 2011). Porém, a maior parte dos estudos, que
obtiveram sucesso com o uso de CTM in vivo no trauma medular,
observaram que a diferenciacdo ou mesmo integracdo das células
transplantadas ndo foram os principais responsaveis pela recuperacao
funcional do sistema nervoso, mas sim o efeito transformador do
microambiente lesado (Ankey et al, 2004; Rooney et al, 2009). Assim,
atualmente cresce o interesse na secrecdo de citocinas e fatores de
crescimento dessas células (Drago et al, 2013), que modificam o
microambiente e promovem a sobrevivéncia de células, como neur6nios
e oligodendroécitos (Cho et al, 2009). Estudos ja determinaram também

outros beneficios da terapia celular em injdrias do sistema nervoso
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central (SNC), como regeneracao axonal (Honmou et al, 2012; Liu et al,
2013; Spejo et al, 2013), imunomodulacdo (Ucceli et al, 2011) com
reducdo da astrogliose (Boido et al, 2012), estabilizacdo sinaptica
(Spejo et al, 2013) e recuperacéo funcional (Osaka et al, 2010).

Conclui-se entdo o grande potencial terapéutico das CTM as injurias do
SNC (Boido et al, 2012) e, frente a complexidade to traumatismo
medular, faz-se necessaria a combinacao de diferentes estratégias para

que se obtenha 6tima recuperacao nesses casos (Busch e Silver 2007).

5. Materiais e Métodos
Este projeto foi avaliado pelo Comité de Etica em Experimentacéo

Animal da Universidade Federal de Minas Gerais e aprovado sob o

protocolo de niumero 145/11.

5.1 Coleta de Tecido Adiposo, Isolamento e Cultivo de CTM
Dez ratos da linhagem Lewis, machos, transgénicos homozigéticos para proteina

verde fluorescente — GFP (LEW-TgeGFP F455/Rrrc), de quatro semanas de vida,
massa corporal média de 200g, provenientes do Biotério do Departamento de
Bioquimica do ICB-UFMG, foram utilizados para colheita de tecido adiposo e obtengéo

de células-tronco mesenquimais (CTM).

Os animais foram submetidos a eutanasia com aplicacéo intraperitoneal de sobredose
de tiopental sédico (Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, Itapira, SP,
Brasil, na dose de 180 mg/kg) e pun¢do sanguinea intracardiaca, e posteriormente foi
realizada a tricotomia e antissepsia do abdbmen para colheita do tecido adiposo
retroperitoneal. A colheita foi realizada em capela de fluxo laminar no Biotério do
Departamento de Bioquimica no Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB). Através de
celiotomia mediana retro-umbilical a cavidade abdominal foi exposta e o tecido
adiposo retroperitoneal préximo a pelve foi cuidadosamente colhido sem inclusdo de

vasos visiveis e visceras vizinhas.

Aproximadamente 30 gramas de tecido adiposo foi obtido de cada animal, lavados por
imersdo em solugcédo 0,15M de salina fosfato tamponada (PBS) pH 7,2 e transferidos
para frascos de 50,0 mL (Falcon 50 - Sarsted®) contendo o meio Dulbecco's Modified

Eagle's Medium (DMEM - Sigma®) sem soro fetal bovino (SFB - Gibco®). As amostras
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foram transportadas a sala de cultivo celular do Laboratério de Imunologia Celular e

Molecular (LICM) no ICB para processamento.

Sob condi¢bes de assepsia os frascos contendo o tecido adiposo foram transferidos
para capela de segurancga biolégica grau Il na sala de cultivo celular do LICM. Em
cada frasco contendo 20,0 mL de solucéo e 30 gramas de tecido foram adicionados
10,0 mL de solucéo de colagenase 0,15% dissolvida em PBS 0,15M para digestdo
enzimatica. Os frascos foram incubados 60 min. a 37° C e agitados a cada 15 min.
Transcorrido o tempo, foram adicionados em cada frasco 20,0 mL de DMEM com 10%
de SFB para inativacdo da enzima. O conteudo foi centrifugado por 10 minutos a 1500
rom e 23°C. Descartou-se o0 sobrenadante e o pellet contendo as células foi
ressuspendido em 5,0 mL de DMEM com 10% de SFB, e plagueado em garrafas de
75 cm? (Sarsted®).

As garrafas foram mantidas em estufa umidificada com 5% de CO,, a 37° C durante 24
horas. No dia seguinte 0 meio de cultura das garrafas foi removido por pipetagem e
transferido para um tubo de 50,0 mL. O tubo foi submetido a centrifugagéo por 10
minutos a 1500 rpm e 23°C e o pellet formado foi ressuspendido e plagueado em uma
nova garrafas de 25cm?. As garrafas que tiveram o meio removido receberam 5,0 mL

do meio DMEM com 10% de SFB e retornaram a estufa.

As garrafas foram avaliadas a cada 72 horas em microscopio 6tico invertido e tiveram
seu meio de cultura trocados. Ao atingir 80 ou 90% de confluéncia, as células foram
removidas da garrafa de cultivo e replagueadas em novas garrafas para permitir a
expansado celular, etapa esta denominada de passagem celular. Para realizar a
passagem celular as garrafas tiveram o meio de cultura removido e foram lavadas
duas vezes com 5,0 mL de PBS 0,15M. Posteriormente adicionou-se 750,0 pL de
solugao de tripsina (tripsina 0,05% e0,53mM EDTA - Gibco®) em cada garrafa e as
mesmas foram mantidas na estufa por 5 minutos para agéo enziméatica. ApGds o tempo
determinado as garrafas foram submetidas a rapida avaliagdo microscopica para
confirmar o desprendimento das células e foram adicionados 1,0 mL de meio DMEM

com 10% de SFB para inativar a tripsina.

O contelido das garrafas foram transferidos para tubos de 50,0 mL e centrifugados por
10 minutos a 1500 rpm e 23°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi
ressuspendido em 1,0 mL de meio DMEM com 10% de SFB. Uma aliquota de 2,0 pL

da solugdo contendo as células foi adicionada a 98,0 pL de solugdo de Turkey
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homogeneizada e transferida para cmara de Newbauer para contagem da
concentracdo celular. Foram replaqueados em cada passagem 2,0 x 10* células por
garrafa. As garrafas foram mantidas na estufa sob as mesmas condigdes anteriores,
monitoradas diariamente e submetidas as trocas de meio de cultura a cada 72 horas.

O processo de expansao celular foi realizado até a quarta passagem, momento no
qual ao invés de serem replaqueadas, as células foram congeladas para confeccéo de

um banco de células para os tratamentos.

Para congelamento, as CTM foram desprendidas da garrafa com uso de tripsina e
centrifugadas. Apos ressuspensdo em PBS foram contadas em camara de Neubauer
para obtencéo de 1x10° células por dose. Nos tubos com as células foi acrescido meio
de congelamento, constituido por DMEN (50%), SFB (40%) e DMSO (10%). Os tubos,
em isopor foram colocados em freezer a -80°, possibilitando a troca de temperatura de
forma lenta. Ap6s 24 horas, foram transferidos para nitrogénio liquido (-196°) para

conservacao e posterior transplante.

Quatro garrafas foram mantidas em cultura para as etapas de caracterizacdo das
células-tronco mesenquimais, seguindo as normas do da Sociedade Internacional de
Terapia Celular (International Society for Cellular Therapy — ISCT) publicadas por
Dominici et al (2006).

Todas as etapas de caracterizacdo das CTM foram realizados antes do congelamento

e apods os descongelamentos para utilizagéo das células.

5.2 Caracterizacdo das CTM por Citometria de Fluxo
As CTM da quarta passagem e as células descongeladas, foram submetidas a

imunofenotipagem utilizando-se o0s anticorpos anti-CD45 (clone 69 mouse - BD
Bioscience, San Jose, Califérnia, EUA), anti-CD90 (clone Ox-7 mouse - AbCam,
Cambridge, Massachusetts, EUA), anti-CD73 (clone 5 F/B9 mouse - AbCam), anti-CD
34 (Santa Cruz Biotecnology) e anti-MHC Il (AbCam). Para cada anticorpo foram
utilizadas 1,0 x 10° células, sendo o procedimento realizado em triplicata.

ApoOs a tripsinizacdo as células foram contadas em camara de Newbauer e divididas
em 27 eppendorffs identificados com o0s anticorpos testados, o controle da reacao
(branco) e o controle do anticorpo secundario. As células foram duas vezes lavadas
com 1,0 mL de PBS e centrifugadas durante 7 min. a 1400rpm e 23°C. Posteriormente
cada amostra foi incubada por 30 min. a 4°C com solucdo de PBS contendo o

anticorpo primario. Seguiu-se a centrifugacdo dos eppendorffs, descarte do

22



sobrenadante, duas lavagens com solu¢do de PBS e a incubagdo com o anticorpo
secundario Alexa 555 sob as mesmas condi¢ées do anterior. O controle da reacdo
(branco) recebeu apenas PBS em cada um dos momentos de incubagdo com
anticorpo e o controle do anticorpo secundério recebeu PBS no primeiro momento e o

anticorpo secundario posteriormente.

A avaliacao foi realizada no citdmetro de fluxo FACScan e software CellQuest®, com
um minimo de 30.000 eventos por amostra testada. Cada leitura foi realizada em
triplicata.

5.3 Diferenciacdo das CTM in vitro
Foram realizadas as diferenciagfes osteogénica, condrogénica e adipogénica de uma

aliquota representativa da cultura pré e pés congelamento, segundo Pittenger et al.
(1999), Deans e Moseley (2000) e Dominici et al. (2006).

As células foram plaqueadas em placas de 6 pocos (TPP®) na densidade de 1,0 x 10*
células/poco para inducdo da diferenciacdo osteogénica e adipogénica. O
procedimento foi realizado em triplicata com controle da diferenciacdo sendo mantido
em meio DMEM enriquecido com 10% de SFB.

O meio indutor da diferenciacdo osteogénica foi confeccionado adicionando-se ao
DMEM com 10% de SFB, 0,55g de beta-glicerofosfato, 0,01 g de vitamina C e 2,17 pL
de dexametasona 0,4%. ApOs 24 horas na placa de 6 pocos 0 meio de 3 pogos foi
trocado pelo meio osteogénico e o procedimento foi repetido a cada 72 horas durante
21 dias. Para identificagdo da diferenciacdo os pogos foram lavados com PBS e
fixados em alcool 70° por 24 horas e posteriormente submetidos a coloracdo por Von

Kossa.

O meio indutor da diferenciagdo adipogénica foi confeccionado adicionando-se 2,17uL
de dexametasona 0,4%, 400,0 pL de insulina, 200,0 uM de indometacina cristalina
(SIGMA®) e 500,0 uM de isobutilmetilxantina (SIGMA®) ao meio DMEM sem SFB. A
diferenciagdo adipogénica foi mantida por 21 dias e identificadas por coloragdo com
OilRed O ap0s fixacao das células como descrito anteriormente.

A diferenciagdo condrogénica foi realizada em pellet celular, diferentemente das
diferenciacbes osteogénica e adipogénica. Os pellets celulares foram obtidos apos
centrifugacdo de 1,0 x 10° células em tubos de 15,0 mL. O experimento foi realizado

em triplicata e o controle da reacdo também foi feito em pellets celulares adicionando-
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se meio DMEM com 10% de SFB. O meio de diferenciacdo condrogénica era
composto de DMEM com 1% de SFB, 1% de piruvato 1,0 mM, 200,0 pL de insulina,
6,5 pL de transferrina, 5mg de vitamina C, 0,125mg de BSA, 10,0 pL de
dexametasona 0,4% e 1,0 uL de TGF-beta (SIGMA®), sendo o Ultimo adicionado no
momento da troca do meio. O meio foi trocado uma vez por semana até o 21° dia,
momento em que os pellets celulares foram fixados com paraformaldeido 4%
tamponado e submetidos ao processamento rotineiro para obtencdo de cortes em
paraplast. As laminas foram coradas com Alcian Blue para identficagdo da
diferenciacdo condrogénica.

5.4 Aplicacdo de Condroitinase e células tronco mesenquimais

4.4.1 Estudo in vivo
Vinte e cinco ratos Wistar, machos, de 36 semanas de idade, pesando entre 300 e

350g provenientes do Biotério Central da UFMG foram utilizados para a seguinte
etapa. Previamente ao periodo experimental os animais passaram por 30 dias de
adaptacdo ao Centro Experimental de Pequenos Animais do Hospital Veterinario da
Escola de Veterinaria da UFMG.

Durante todo o periodo experimental os animais foram mantidos em caixas com quatro
animais cada, em condi¢cdes de umidade e temperatura controladas, fotoperiodo de 12
horas, alimentados com racao comercial para roedores da Purina® e receberam agua

ad libitum.

5.4.2 Grupos Experimentais
Grupo CN- Controle Negativo (N=5) - Os animais foram submetidos a

laminectomia para exposicdo da medula espinhal, mas nédo sofreram
trauma medular. Neste momento receberam PBS intramedular. Ap6s 3

horas do procedimento cirargico foi aplicado PBS por via intravenosa.

Grupo CP- Controle Positivo (N=5) - Os animais foram submetidos a
laminectomia e traumatismo medular compressivo. Em seguida foi
aplicado PBS intramedular, e ap6s 3 horas do traumatismo, foi aplicado

PBS por via intravenosa.

Grupo CDT- Tratamento com condroitinase (N=5) - Os animais foram

submetidos a laminectomia e traumatismo medular compressivo. Em
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seguida foi aplicada condroitinase intramedular, e ap6s 3 horas do

traumatismo, foi aplicado PBS por via intravenosa.

Grupo CTM - Tratamento com células tronco mesenquimais (N=5) - Os
animais foram submetidos a laminectomia e traumatismo medular
compressivo. Em seguida foi aplicado PBS intramedular, e ap6s 3 horas

do traumatismo, CTM via por intravenosa.

Grupo CDT+CTM - Tratamento com condroitinase associada a células
tronco mesenquimais (N=5) - Os animais foram submetidos a
laminectomia e traumatismo medular compressivo. Em seguida foi
aplicada condroitinase intramedular, e apdés 3 horas do traumatismo,

CTM por via intravenosa.

5.6 Protocolos Anestésico e Cirargico, aplicacdo de Condroitinase ou PBS
intramedular
A inducdo e manutencdo anestésicas foram realizadas com isoflurano

(Isoflurane- Cristélia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, Itapira, SP, Brasil), a
4 e 2% respectivamente, por meio de mascaras faciais em sistema
semiaberto. Com o0s animais anestesiados, foi realizada tricotomia da
regido dorsal e aplicacdo de antibidtico profilatico (cefalotina sddica-
Ariston Indastrias Farmacéuticas LTDA, Sao Paulo, SP, Brasil- na dose
de 60 mg/Kg) e medicacdo analgésica (morfina- Dimorf, Cristéalia
Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, Itapira, SP, Brasil- na dose de

5mg/Kg), ambos por via subcuténea.

Os ratos foram posicionados em decubito esternal em placa de
polietileno com aquecimento. Apés incisdo de pele e tecido subcutaneo
em linha média dorsal, os musculos epaxiais foram afastados para
exposicdo dos processos espinhosos das 112 vértebra toracica (T11) a
132 (T13). Foi entdo realizada ostectomia do processo espinhoso de
T12, e com uso de drill pneumatico neurolégico (ECCOS® Aesculap,
Laboratdorio B. Braun, Sdo Gongalo, RJ, Brasil), foi retirada a lamina
vertebral. Apés exposi¢cdo da medula espinhal, os animais dos grupos
com traumatismo medular, foram submetidos a compressdo medular,
com uso de aparelho estereotaxico, desenvolvido na Escola de
Veterinaria da UFMG (Torres et al, 2010). A haste do aparelho foi

colocada sobre a duramater, e assim permaneceu por 5 minutos,
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exercendo sobre a medula pressdao de 70g, determinando trauma

compressivo.

A seguir, com uso de micro bomba de infusdo acoplada a seringa de
Hamilton, foram aplicados 4uL de condroitinase (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA, 10U/mL), no animais dos grupos CDT e CDT+CTM, e
4,0 uL de PBS, nos animais dos grupos CP e CTM, na velocidade de 0,8
uL/min. Apdés a aplicacdo, a agulha permaneceu no local por mais um

minuto, para evitar refluxo do contetdo injetado.

Realizou-se entdo, aproximacdo muscular, com sutura em padrao
simples separado, e reducdo de espaco morto com sutura em reverdin e
fio polipropileno 4-0. A dermorrafia foi feita com pontos simples

separados e fio mononylon 3-0.

Para recuperagdo anestésica, os animais foram mantidos em caixas
aguecidas e receberam oxigénio por mascara facial. No periodo pés
operatério, durante cinco dias, foi administrada, por via subcutanea
medicacdo analgésica, sendo nos trés primeiros dias feita morfina
(Cristalia, Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, ltapira, SP, Brasil, na dose de
5mg/Kg a cada quatro horas) e posteriormente cloridrato de tramadol
(Cristalia, Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, Itapira, SP, Brasil, na dose de 4
mg/Kg, a cada oito horas). Também foi realizada massagem vesical em
todos os animais, a cada oito horas, durante sete dias, sendo que apés
esse periodo, todos recuperaram capacidade para mic¢cao espontanea.

Os pontos de pele foram retirados sete dias apés o procedimento.

5.7 Aplicagdo de CTM ou PBS Intravenosa
Ap6s o descongelamento, e antes da inoculacdo nos animais, as ceélulas foram

avaliadas quanto a viabilidade celular pelo azul de tripan. ApGs 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 2,0 mL de
DMEM. Retirou-se 2,0 uL dessa suspensdo e adicionou-se a 49,0 uL de PBS e 49,0
UL de azul de tripan e, na camara de Neubauer foi determinado o numero total de
células e o numero de células viaveis. Esse numero de células viaveis foi utilizado
para determinar o volume de tampéao fosfato salino (PBS) estéril a ser adicionado ao
pellet de células para uma concentracéo final de 5 x 10° células/mL, utilizada para o

transplante celular. Antes de serem colocadas nessa concentracao final, as células
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foram lavadas trés vezes com PBS para retirada de resquicios de soro fetal bovino
gue poderia causar reacéo de rejeicdo nos animais.

Trés horas apés o traumatismo, os animais foram contidos manualmente, e apos
antissepsia, foi realizada cateterizacdo da veia caudal. Os animais dos grupos CP, CN
e CDT, receberam 0,5 ml de PBS, e aqueles dos grupos CTM e CDT+CTM, 0,5 ml de
solugéo de PBS com aproximadamente 1 x 10° CTM.

5.8 Avaliacdo da Funcdo Motora
Foi utilizada a escala de escore motor, proposta por Basso, Beatie e Bresnahan - BBB-

(Basso et al, 1995) para avaliacdo da funcdo motora dos animais, por meio da tabela a
seguir:

Tabela 1: Escala de escore para capacidade motora, proposta por Basso, Beatie e Bresnahan
em 1995.

Escore Capacidade Motora
0 Nenhum movimento observavel nos membros posteriores
1 Movimento discreto de uma ou duas articulagfes, normalmente o

guadril (coxofemoral) ou joelho (femerotibiopatelar)
2 Movimento extenso de uma articulagdo ou
Movimento extenso de uma articulagao e discreto de outra
Movimento extenso de duas articulagdes
Movimento discreto das trés articulacbes do membro posterior
Movimento discreto de duas articulacdes e extenso da terceira
Movimento extenso de duas articulacdes e discreto da terceira

Movimento extenso das trés articulagbes do membro posterior

0 N o 0o B W

Andar tocando no chdo mas sem apoio do peso ou

Posicéo plantar do membro sem apoio do peso

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

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

11 Apoio do peso freqiliente a consistente na passada plantar sem
coordenacdo dos membros toracicos com os pélvicos

12 Apoio do peso freqliente a consistente na passada plantar com

ocasional coordenacédo dos membros toracicos e pélvicos

13 Apoio do peso freqiiente a consistente na passada plantar com
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14

15

16

17

18

19

20

freqlente coordenacdo dos membros toracicos e pélvicos
Consistente apoio de peso na passada plantar, consistente
coordenacdo dos membros toracicos e pélvicos, e a posic¢ao
predominante do membro quando em locomocéao é rotacionado
(externa ou internamente) quando faz contato inicial com a superficie,
bem como imediatamente antes de ser levantado no final da postura;
ou

Passada freqlientemente plantar com consistente coordenacéo dos
membros toracicos e pélvicos e passadas dorsais ocasionais
Passada plantar consistente com consistente coordenacao dos
membros toracicos e pélvicos, sem levantar dos dedos dos pés; ou
ocasional levantar dos dedos do pé ao avancar do membro, a posicéo
predominante do membro € paralela ao corpo ao contato inicial
Passada plantar consistente com consistente coordenacao dos
membros toracicos e pélvicos durante a marcha, e o levantar dos
dedos dos pés ocorre freqlientemente durante o avancar do membro
para frente; a posi¢cdo predominante do membro é paralela ao corpo ao
contato inicial e rotacionada ao final do movimento

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

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

Passada plantar consistente com consistente coordenacao dos
membros toracicos e pélvicos durante a marcha, o levantar dos dedos
dos pés ocorre consistentemente durante o avancar do membro para
frente; a posi¢cao 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

Passada plantar e marcha coordenada consistentes, levantar dos
dedos dos pés consistente, posi¢cdo predominante do membro é
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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 posicao predominante do membro é
paralela o movimento todo, consistente estabilidade do tronco, cauda

constantemente levantada

Tal avaliacdo foi feita em todos os animais, 24 horas antes do procedimento cirdrgico,
24 horas apds o trauma e depois de sete e 15 dias. Para tanto, os animais foram
colocados em campo aberto de 1,0 m?, e filmados durante dois minutos. Dois
avaliadores, que desconheciam o grupo a que cada animal pertencia, assistiram 0s
videos e classificaram os animais em escores de zero a 21, conforme a escala. Antes
do procedimento cirdrgico, os animais foram colocados no mesmo campo, em dias

alternados, durante uma semana, para que se acostumassem ao espago.

5.9 Eutanasia
No 15° dia, apdés o procedimento cirdrgico, foi realizada eutanasia dos animais com

sobredose de tiopental sédico (180mg/Kg), por via intraperitoneal e pungdo sanguinea
por via intracardiaca. Um segmento da medula de 1,0 cm a partir do centro da leséo
cranial e caudal, foi dissecado de forma asséptica, e colocada em criotubo, contendo
1,5 ml de Trizol. Estes foram congelados imediatamente em nitrogénio liquido, e a

seguir, mantidos em freezer a -80°C.

Foi realizada necropsia de todos os animais, e avaliagcdo macroscépica dos 6rgaos

das cavidades abdominal e toracica.

5.10 Avaliac&o da expressao génica relativa do Vimentina ,VEGF, PECAN-1, TGF-
B e BDNF por PT-PCR em tempo real
O fragmento coletado da medula de cada animal, foi submetido a técnica de reacao

em cadeia da polimerase (PT-PCR) em tempo real. Utilizou-se a expressao do gene
normalizador GAPDH, do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF),
molécula de adesdo celular endotélio plaquetaria (PECAN-1), vimentina, fator
neurotréfico derivado de encéfalo (BDNF) e fator transformador de crescimento (TGF-
B). As sequéncias de nucleotideos de cada primer iniciador, Foward (F) e Reverse (R)

estdo especificadas na tabela a seguir (Tabela 2).
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Tabela 2. Sequéncia de nucleotideos dos primers iniciadores utilizados para PT-PCR em

tempo real.
Primer Sequéncia de nucleotideos
GAPDH F TGCACCACCAACTGCTTA
R GGATGCAGGGATGATGTTC
VIMENTINA F CTGCTGGAAGGGGAGGAGAG
R GGTCATCGTGGTGCTGAGAAG
VEGF F GAAGGTTTCTGAGCCCAGTG
R AAATCCTGGAGCGTTCACTGTG
TGF-B F GAAACGGAAGCGCATCGA
R TGGCGAGCCTTAGTTTGGA
PECAM-1 F GAAGGTTTCTGAGCCCAGTG
R TCAAGGGAGGACACTTCCAC
BDNF F CACAATGTTCCACCAGGTG
R TGGGCGCAGCCTTCAT

Para extracdo de RNA, cada fragmento medular foi macerado com uso de pistilos
plasticos, livres de DNAse e RNAse, em tubos co6nicos, contendo 1,0 ml de trizol, e
deixados por cinco minutos no gelo. 0,2 ml de cloroférmio foram adicionados a cada
tubo, e este agitados por 15 segundos. Apos centrifugacdo a 11.400 rpm, 4°C, por 15
minutos, formaram-se trés fases em cada tubo, sendo que a superior, transparente,
continha o RNA. Esta foi pipetada e transferida a outro tubo ao qual se acrescentou
0,5 ml de élcool isopropilico. Os tubos foram congelados a -80°C, e descongelados,
guando notou-se a formacdo de um pellet, contendo RNA. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo, e este, centrifugado a 11.400 rpm, a 4°C, por 10
minutos, notando-se formagéao de pellet de RNA. O sobrenadante foi descartado, e os
dois tubos de cada amostra, receberam 1,0 ml de etanol 75% seguido de
centrifugacdo e descarte do etanol. Apdés secagem do RNA, realizou-se
homogeneizagdo com adigdo de 20,0 pL de &gua ultrapura, e as amostras foram
incubadas a 55°C, por 10 minutos. O RNA foi quantificado em cada amostra, diluindo
2,0 uL do RNA extraido em 98,0 puL de &gua ultrapura. A mensuracao foi feita em
aparelho espectofotbmetro de luz UV, por avaliacdo das absorbancias a 260nm e
relagdo entre absorbéncias 260/280nm. As amostras foram congeladas a -80°C, para

posterior confeccdo de DNA complementar (CDNA).

Para confeccdo de cDNA foi utilizado kit comercial (Super Scipt 11l Platinum Two Step

gRT-PCR Kit With Syber Green- Invitrogen), de acordo com as instrucbes do
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fabricante. A partir da mensuracdo de pureza de cada amostra, calculou-se a
guantidade de reagente para 1,0 pg de RNA. Foi feita solugdo contendo RT e 2xRT
(transcriptase reversa) do kit. A cada amostra de RNA foram adicionadas essa solu¢ao
e agua ultrapura. No termociclador, os tubos foram incubados a 25°C durante 10
minutos, 42°C por 50 minutos e 85°C durante 5 minutos. E apds a adicao de 1,0 pL de
RNAse H, a 37°C durante 20 minutos, e congeladas a -20°C para posterior realizagdo
do PCR em tempo real.

A PCR em tempo real foi realizada com a utilizagéo dos reagentes SYBR green do kit
comercial acima, além dos primers iniciadores forward e reverse, e do cDNA
sintetizado. As reacdes 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 desnaturacdo da fita dupla, um minuto a 60°C para anelamento dos
iniciadores dos respectivos genes, um minuto a 75°C para extensao dos amplicons e
mais 10 minutos a 75°C para término da reagdo. O Software 7500 v.2.0.1 Applied
Biosystems apresentou os resultados em grafico de fluorescéncia em relacdo ao
namero de ciclos, sendo o ciclo limiar, ou threshold (C;), o ciclo em que foi detectada

fluorescéncia acima do limite basal estabelecido.

A expressao génica relativa ou fold change (FC) de cada gene foi calculada utilizando-

se 0 método do 244¢

1.Assim, o delta C (ACy) foi determinado pela subtragcéo do Ct do
gene pesquisado pelo Ct do gene normalizador GAPDH. O delta delta C; (AACy) foi
encontrado pela diferenca entre o ACt e a média do AC+ do grupo controle negativo. E

a expressao génica relativa foi dada pela férmula: FC = 2*°;. (Yuan et al., 20086).

5.11 Anélise estatistica
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Aplicou-se o teste de

Kolmogorov-Smimov para avaliar a normalidade dos dados das expressdes génicas, e
entdo submeteu-se a analise de variancia (ANOVA), e ao teste de Student-Newman-
Keuls. Os escores do teste de funcdo motora foram submetidos ao teste nédo
paramétrico de Kruskal-Wallis, com compara¢cdes mdltiplas entre pares de tratamento
pelo teste de Dunn.

Para analise estatistica foi utilizado os programas Prism 5 for Windows, version 5.01 e

GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA, com nivel de significancia de 5%.
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6. Resultados

6.1 Isolamento e cultivo das células tronco mesenquimais
Em cultivo, as células apresentaram formato espiculado, semelhante a fibroblastos, e

aderéncia ao plastico (Figural). Sob acdo da tripsina, se desprendiam, assumindo
forma esférica, entretanto, ao se aderirem novamente a garrafa, novamente
apresentavam-se fusiformes, caracteristicas tipicas de células tronco mesenquimais
(Maltman et al., 2011).

Figura 1. Fotomicroscopia da cultura celular. (A) Células com formato fusiforme, distribuidas
em toda a garrafa de cultura, indicando aderéncia a superficie. (B) Maior aumento, células
fibroblastéides, evidenciando o nudcleo e os prolongamentos citoplasmaticos. (C) Menor
aumento de cultura em quarta passagem, mostrando confluéncia celular acima de 80%. Barra
= 100um.

As CTM de quarta passagem, antes e ap6s congelamento, foram submetidas a
avaliacdo imunofenotipica por citometria de fluxo, com uso dos anticorpos CD90, CD
73, CD45, CD34, CD11, e MHC Il. As células apresentaram alta expresséo para CD90
e CD73, caracteristicos de CTM, enquanto a expressao de CD45, CD34, CD11 e MHC
Il foram baixas. As médias dos resultados de cada anticorpo, pré congelamento, e
apos descongelamento com 30, 60 e 90 dias de criopreservacao, estdo especificadas

na tabela 3.

Anticorpo  Pré Congelamento 30dias 60dias 90 dias

Branco 0,05% 587% 154% 1,22%
Secundario 3,13% 3,51% 2,36% 3,62%
CD11 6,94% 6,23% 3,16% 5,2%
CD34 3,47% 482% 52%  5,34%
CD45 6,15% 539%% 2,89% 5,32%
MHCII 19,7% 6,22% 4,67% 5,83%
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CD73 94,1% 85,7% 85,67% 95,1%
CD90 99,2% 90,3% 92,2% 83,4%
Tabela 3. Médias de marcacédo dos anticorpos CD11, CD34, CD45, MHCII, CD73 e CD90, das

células tronco mesenquimais utilizadas, pré congelamento, e apés descongelamento com 30,

60 e 90 dias de conservagéo.

A figura 2 mostra o grafico com tais expressdes imunofenotipicas antes do

congelamento e apoOs descongelamento das células, com 30, 60 e 90 dias de

conservacao.
120
100
80
60 H Pré congelamento
30 dias de conservagao
40
M 60 dias de conservagao
20 M 90 dias de conservagao
0 .
S PO
&S TS S S
&
O
2

Figura 2. Gréfico com as médias de marcagcdo dos anticorpos CD11, CD34, CD45, MHCII,
CD73 e CD90, das células tronco mesenquimais utilizadas, pré congelamento, e apoés
descongelamento com 30, 60 e 90 dias de conservacao.

As células foram submetidas a diferenciacao osteogénica, condrogénica e adipogénica
pelo uso de meios indutores, e foram capazes de tais diferenciacbes, conforme

Dominici e colaboradores (2006), ilustradas na figura 3 a seguir:
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Controle

Diferenciada

Figura 3. Fotomicroscopia das células, antes e apos diferenciacdo osteogénica, condrogénica
e adipogénica. (A), (B), (C), (D), (E) células tronco indiferenciadas, (F) células submetidas a
diferenciacdo osteogénica, (G) células submetidas a diferenciagdo condrogénica, (H) células

submetidas a diferenciagdo adipogénica.

6.2 Avaliacéo clinica dos animais
Todos os animais apresentaram recuperacao anestésica rapida e sem sinais de dor ou

desconforto no pés operatério imediato. Em nenhum momento 0s animais
apresentaram alteracbes comportamentais ou de apetite. No momento da retirada dos
pontos de pele, sete dias apds o procedimento, a ferida cirdrgica de todos os animais
estava bem cicatrizada, sem sinais de infec¢éo ou rejeicdo do material de sutura.

Dos 20 animais submetidos ao trauma medular, 12 (60%) apresentaram hematiria
elou retencdo urinaria, sendo que dois (10%) apenas hematlria e cinco (25%)
somente retencdo. Assim, cinco animais (25%) apresentaram ambos 0s sinais. a
hematuria persistiu, em média, por dois dias, ja a retengéo por quatro dias.

Logo apds a eutanasia, a avaliacdo macroscopica das cavidades abdominais e

toracica ndo evidenciou quaisquer alteracoes.

6.3 Avaliacdo da funcdo motora segundo a escala BBB
A avaliagdo pelo método BBB se mostrou de facil realizagdo e ndo oneroso. O

condicionamento prévio dos animais ao campo aberto facilitou a avaliacdo apés o
procedimento cirargico, pois eles se mostraram confortaveis e com bom nivel de
atividade, diferente das primeiras vezes que foram expostos a esta situacao.

Na primeira avaliacdo, 24 horas antes do trauma, todos os animais apresentaram
escore maximo (21), demonstrando que ndo tinham qualquer dificuldade locomotora
anterior ao procedimento experimental. Tal pontuagdo se manteve, em todos 0s
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tempos, para os animais do grupo controle negativo (CN), que foram submetidos
apenas a laminectomia.

Na segunda avaliacdo, 24 horas apOs a injuria, todos 0s animais apresentaram
paraplegia, com auséncia total de movimentos em membros pélvicos ou, raramente,
discreta movimentagdo de uma ou duas articulagdes. A avaliagcdo numero trés, sete
dias apos o trauma, ndo foi muito diferente. Apenas nos animais do grupo de
associacao dos tratamentos (CDT+CTM) notou-se extensa movimentacdo de uma ou

duas articulacdes, ou discreto movimento de trés

Apenas existiu diferenga estatistica entre os escores atribuidos na quarta avaliacéo,
15 dias apo6s o trauma. O grupo CDT+CTM apresentou passada plantar consistente,
ainda que num geral, com apoio ocasional na face dorsal dos membros pélvicos,
sendo a melhor recuperacéo entre os grupos, seguido pelo grupo que recebeu apenas
condroitinase (CDT). Neste grupo notou-se menos coordenag¢do dos movimentos, mas
houve diferenca estatistica em relacdo aos grupos célula tronco (CTM) e controle
positivo (CP). Entre os dois ultimos ndo houve diferenga, e 0s animais apenas
apresentaram, aos 15 dias, movimento extenso de duas articulagcdes ou discreto de

trés. Os escores de cada grupo estéo representados no gréfico da figura 4:

BBB

CN

CP

CDT

CT™M
CDT+CTM

¢t

Escore

1 2 3 4
Avaliagdes

Figura 4. Grafico da avaliagdo motora dos animais submetidos ou ndo ao trauma medular,
tratados ou nédo, em quatro avaliagdes (AvaliagBes: 1=24 horas antes do procedimento, 2=24
horas depois,3=7 dias depois e 4=15 dias depois; Grupos: CN=controle negativo, CP=controle
positivo, CDT=condroitinase, CTM=células tronco mesenquimais, CDT+CTM= condroitinase e

células tronco).
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6.4 Avaliacdo génicarelativa de vimentina, VEGF, PECAM-1, TGF-8 e BDNF por
PT-PCR
O grupo controle positivo (CP) apresentou maior expresséo génica relativa de

vimentina que os demais grupos. Dentre os animais que receberam tratamento, néo
houve diferenca estatistica entre os grupos de condroitinase com células tronco
mesenquimais (CDT+CTM) e os tratamentos isolados. O gréfico a seguir ilustra a
expressao de vimentina (figura 5).
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Figura 5. Grafico da expressdo génica de vimentina dos grupos controle positivo (CP),
condroitinase (CDT), células tronco mesenquimais (CTM) e condroitinase associada a células

tronco mesenquimais (CDT+CTM).

Quanto a expressédo de VEGF, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos, apesar
de ter sido maior no grupo CDT+CTM. Também né&o houve diferenca na expresséo de
TGF-B, mesmo o grupo CDT tendo expressado mais que o restante, conforme os

gréaficos a seguir (figuras 6 e 7).
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Figura 6. Gréfico da expressdo génica de VEGF dos grupos controle positivo (CP),
condroitinase (CDT), células tronco mesenquimais (CTM) e condroitinase associada a células
tronco mesenquimais (CDT+CTM).
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Figura 7. Gréafico da expressdo génica de TGF-B dos grupos controle positivo (CP),

condroitinase (CDT), células tronco mesenquimais (CTM) e condroitinase associada a células

tronco mesenquimais (CDT+CTM).
Os grupos tratados CDT+CTM e CDT apresentaram maior expressdo génica de

PECAM-1 em relag&o ao grupo controle, que foi estatisticamente semelhante ao grupo

CTM, representados a seguir (figura 8).
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Figura 8. Gréfico da expressdo génica de PECAM-1 dos grupos controle positivo (CP),
condroitinase (CDT), células tronco mesenquimais (CTM) e condroitinase associada a células
tronco mesenquimais (CDT+CTM).

Quanto ao BDNF, os animais dos grupos CDT e a associacdo CDT+CTM foram
diferentes dos grupos CP e CTM, semelhantes entre si, conforme gréfico da figura 9.
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Figura 9. Gréfico da expressdo génica de BDNF dos grupos controle positivo (CP),
condroitinase (CDT), células tronco mesenquimais (CTM) e condroitinase associada a células

tronco mesenquimais (CDT+CTM).
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7. Discusséo
A coleta de tecido adiposo dos animais, para isolamento de células tronco

mesenquimais, se mostrou de facil execucdo. A retirada de tecido adiposo
retroperitoneal € de acesso cirargico simples, feito por meio de celiotomia em linha

média.

O crescimento das células de tecido adiposo foi rapido, e estas demonstraram
caracteristicas tipicas de CTM, como formato fibroblastéide e aderéncia ao plastico.
Além disso, foram capazes de se diferenciar em tecidos 6sseo, condrogénico e
adiposo, conforme descrito por Dominici e colaboradores em 2006. Entretanto, para
confirmacdo, foi realizada citometria de fluxo, que demonstrou alta expresséo de CD73
e CD90, caracteristicos das CTMs, e baixa para CD11,CD34,CD45 e MHCII,
presentes em precursores hematopoiéticos, resultados semelhantes aos obtidos
também por Dominici (2006) e por Maltman e outros pesquisadores em 2011. Tais
caracteristicas se mantiveram apos descongelamento, o que permitiu a administracao

das células.

Os animais submetidos ao procedimento experimental apresentaram rapida
recuperacdo anestésica, sem sinais de dor ou desconforto, possivelmente por
satisfatério plano anestésico obtido pelo isoflurano e efeito analgésico proveniente do
emprego da morfina preempitiva. A auséncia de sinais de alteragfes comportamentais
no poOs operatério tardio possivelmente deve-se a administragcdo de morfina e
posteriormente cloridrato de tramadol. Outro fator foi a assepsia com que se realizou
as intervengfes cirurgicas, que também evitou infecgbes da ferida, ja que néo se

utilizou antibiéticos apds o procedimento.

O modelo de trauma experimental foi escolhido por permitir exposicdo medular, e
assim, a aplicacdo da condroitinase no local da lesdo. Este se mostrou eficiente e de
facil execucdo, conforme descrito por Torres e seus colaboradores em 2010. Além
disso, o aparelho utilizado causa trauma compressivo que reproduz de forma mais
fidedigna os eventos secundarios, vistos na rotina clinica, contrapondo aqueles
traumas lacerantes, que limitam cranio e caudalmente a extensdo dos eventos que
intensificam a injaria medular (Oliveri et al, 2014). Modelos experimentais apenas com
laceracdo do tecido sdo comumente utilizados, pois lesbes medulares em humanos
podem ser puramente lacerantes, mas a combinacdo deste mecanismo com

contusdo/compressao é mais comum, mesmo em pessoas (Hagg e Oudega, 2006).
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O uso da micro bomba de infusdo, acoplada a seringa de Hamilton, permitiu que a
aplicagao da condroitinase ou PBS intramedular fosse feita de forma lenta e na dose
determinada. A via de aplicacdo intramedular foi de facil execucdo, pode ser
considerada segura e ndo interfere na intensidade do traumatismo, ja que os animais
do grupo CDT néo apresentaram diferencas de fungdo motora em relagcdo ao grupo
CTM, que recebeu PBS por essa via. Corroboram com esse achado os estudos
realizados por Iseda em 2008.

Optou-se pela aplicagdo da enzima imediatamente apds o trauma pois, segundo
Karimi-Abdolzarrae e Billakanti (2012), os efeitos iniciais da formacéo da cicatriz glial,
apesar de ja considerados benéficos, causam prejuizo a regeneracdo neural. Além
disso, a condroitinase € capaz de digerir as PGSCs por semanas apos a aplicagédo
(Iseda et al, 2008). Shields e colaboradores (2008) avaliaram os efeitos da
condroitinase, em duas doses diferentes, na injuria medular, com cinco aplicacdes por
via intratecal, em dias alternados, tendo iniciado os tratamento uma hora ap6s o
trauma. Ambos os tratamentos apresentaram maior crescimento axonal e inibicdo das

PGSCs em relagéo ao grupo néo tratado.

As CTM foram administradas por via endovenosa pois esta via de aplicacdo €
considerada minimamente invasiva (Osaka et al, 2010), ndo exigindo intervencao
cirargica ou a necessidade de centro cirdrgico para sua realizacao (Oliveri et al, 2014).
Segundo Lalu e outros pesquisadores (2012) a aplicacdo de CTM por via endovenosa
ndo causa toxicidade, apesar de relatados casos de febre ap6s a administracdo em
ratos, ainda que sem sequelas a longo prazo. Os mecanismos de migracdo das CTM
para a injdria ndo foram ainda esclarecidos, mas sabe-se que as células séo atraidas
para o processo inflamatério (Sykova e Jendelova, 2007). Assim, torna-se
desaconselhavel a aplicacdo endovenosa nos casos cronicos, uma vez que nestes, 0
processo de inflamacao ja teria cessado (Oliveri et al, 2014). Entretanto, Kim e outros
pesquisadores (2013) testaram a aplicagdo de células ja na fase crbnica, por via
endovenosa e intramedular, e as resposta foram semelhantes, com recuperacao
motora, sugerindo que a migracdo das células aconteca mesmo na auséncia de
processo inflamatério agudo. Kang e colaboradores (2012) compararam a resposta
clinica da aplicacdo endovenosa e intralesional de CTM apos trauma medular, e a

primeira apresentou melhor recuperacéo funcional.

A dose de células tronco administrada nos animais dos grupos CTM e CDT+CTM foi

de 1x 10° células, em 0,5 mL. Osaka e colaboradores (2010), empregaram a mesma

40



dose, vérios tempos de aplicacdo apdés o trauma compressivo foram avaliados (6
horas, 1 dia, 3 dias, 7 dias, 10 dias, 14 dias, 21 dias e 28 dias), sendo encontradas
melhores respostas na aplicagdo com menor intervalo. Portanto, propds a reducéo do

intervalo entre o trauma e a aplicacéo para trés horas.

A lesdo experimental, devido a sua localizagdo em T12, danifica as vias descendentes
e aferentes da medula lombossacra, localizacdo de circuitos neurais dos quais
dependem as fun¢Bes do trato urinario, como o nlcleo parassimpatico, projecdes
aferentes da bexiga e fibras motora sométicas dorsolaterais, comprometendo a mic¢ao
(Mitsui et al, 2005). Entretanto os animais ndo apresentaram cistite clinica, o que pode
ser atribuido a expresséo vesical manual realizada no pos operatério, evitando que a

urina ficasse retida na bexiga por periodos prolongados.

Optou-se pela avaliacdo de funcdo motora com uso da escala de BBB por ser um
método viavel de execucdo, ndo requerendo equipamentos onerosos e aceitavel na
experimentagdo com ratos (Ma et al, 2001), além de permitir avaliagdo completa e
detalhada (Muir e Webb, 2000). O condicionamento dos animais, antes do
procedimento, reduziu o estresse no momento da avaliagdo, e permitiu melhor
visualizagdo da movimentacao, ja que estes estavam mais ativos do que na primeira
exposi¢cdo ao campo aberto.

O procedimento de laminectomia ndo causou déficit neurol6gico nos animais do grupo
CN, e a avaliacdo pela escala de BBB se manteve maxima mesmo ap0s o
procedimento, demonstrando que a técnica foi executada de forma correta e
cuidadosa, ndo acarretando les6es na medula perceptiveis clinicamente. O trauma
medular causou paraplegia em todos os animais, demonstrado pelos baixos escores

de avaliacdo motora compativeis com trauma medular grave.

Apesar de os animais tratados ndo alcangarem escore maximo, possivelmente pelo
curto periodo de avaliagdo, houve recuperacdo dos grupos CDT+CTM e CDT em
relagdo ao grupo controle. A recuperacdo da fungdo motora depende da suficiente
interagdo das vias remanescentes, regeneracdo e brotamento axonal, e da
plasticidade do tecido apo6s a injuria (Rossignol e Frigon, 2011). No presente
experimento, como o grupo das CTM foi semelhante ao grupo CP, pode-se sugerir que
a condroitinase foi determinante para tal recuperacdo, possivelmente pela inibicdo da
cicatrizacao glial, promovendo a plasticidade. Além disso, os efeitos da terapia celular
foram favorecidos pela enzima, determinando a melhor recuperacdo do grupo

CDT+CTM em relacdo aos demais. Huang et al (2006), utilizando apenas a enzima,
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somente notaram recuperacdo do grupo tratado partir de trés semanas de avaliacao.
Tom e colaboradores (2009) obtiveram apenas a recuperacao axonal, sem incremento
na fungdo motora. Utilizando apenas as CTM, estudos anteriores relatam resposta
funcional apenas com trés (Liu et al, 2013) ou quatro semanas (Spejo et al, 2013) em
relagéo a animais tratados com placebo.

Essa diferenca de recuperagdo, com incremento na resposta da fungdo motora, pode
estar relacionada com os tempos de administracdo, tanto da enzima quanto das
células, pode ter contribuido para um sinergismo de efeitos, resultando em melhores

efeitos regenerativo e neuroprotetor.

A injaria medular causada pelo trauma experimental causou reacdo astrocitaria
acentuada, demonstrada pela alta expresséo génica relativa de vimentina nos animais
do grupo controle positivo (CP). Os tratamentos utilizados, condroitinase (CDT),
células tronco mesenquimais (CTM) e a associagdo destes (CDT+CTM), foram
capazes de modular a astrogliose, evidenciado pela reducgéo significativa de vimentina
nestes grupos. Entretanto, ndo houve diferenca entre eles. A vimentina é o principal
componente dos filamentos intermediarios de astrécitos imaturos, sendo substituida,
apos as primeiras semanas de vida, pelo GFAP. Em astrocitos reativos ou com
transformacgdo neoplésica, a vimentina volta a ser expressa, mesmo na fase adulta
(Schiffer et al, 1986). Bondan et al (2013), ap6s aplicacdo de brometo de etideo, um
agente gliotoxico, em tronco encefalico de ratos, identificaram maior imunomarcacao
de vimentina nas margens imediatas da area de injuria, enquanto de GFAP nos
astrécitos mais distantes dos bordos da lesdo. A marcacdo de ambos, vimentina e
GFAP, foram maiores nos animais que sofreram injuria pelo brometo de etideo do que

nos animais que se aplicou solucdo salina, como controle negativo.

Por outro lado, a quebra das PGSCs pela condroitinase resulta na liberacdo de 6-
sulfato dissacarideo, que tem ac¢do imunomoduladora sobre a micrégia (Rolls et al,
2008), o que pode explicar a baixa deteccdo de vimentina no grupo tratado com a
enzima. A expressado também foi reduzida no grupo CTM, indicando reducdo da
ativagdo astrocitaria, assim como no estudo de Spejo et al em 2013, que identificou
reducdo de GFAP no trauma compressivo, apés aplicacdo de células tronco. Porém,
Boido e colaboradores (2012), concluiram que apesar das células tronco terem
reduzido a formacao de cistos gliais, elas nédo foram capazes de diminuir o GFAP e
consequentemente, a astrogliose. No presente estudo, esperava-se que a
condroitinase tivesse efeito sinérgico as CTM na modulag&o da astrogliose, entretanto,

0 grupo CDT+CTM apresentou maior expressdo de vimentina entre 0S grupos
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tratados, apesar de nao haver significado estatistico ressalta-se que somente a
reducdo da expressdo de vimentina ndo foi capaz de determinar efeito neuroprotetor,
dentro do tempo avaliado, visto que os animais do grupo CTM tiveram baixos niveis,
mas sem recuperagao motora.

Considerando o TGF-B, esperava-se que 0s animais tratados com condroitinase,
células tronco e a associacdo destas, tivesse aumento desta citocina, uma vez que
houve uma reducgéo da astrogliose, identificada pela reduzida expressdo de vimentina
nestes grupos. Porem o TGF- é uma citocina que parece ter papel dubio no processo
inflamatorio do trauma medular. Enquanto inibe os efeitos das células mononucleares
fagociticas estimula fibroblastos e astrécitos (Grande, 1997). Hamada et al (1996)
identificaram resposta funcional mais rapida em animais que receberam TGF-3 por via
intratecal, apos traumatismo medular, em relagdo ao grupo placebo. Entretanto, apos
35 dias, as medulas foram avaliadas, e a cicatriz glial formada pelo grupo tratado foi

maior do que no grupo sem tratamento, e a funcdo motora se igualou aos 30 dias.

Outro fator que pode ter influenciado a avaliacdo do TGF-f3 foi que a coleta da medula
ocorreu 15 dias apd8s o trauma. Tonai e seus colaboradoradores (1994), relataram que
o nivel maximo de deteccdo se da quatro horas apds o trauma, retornando aos niveis
basais com 18 horas, ja Semple-Rowland et al (1995) encontraram maxima expressao
sete dias apOls injuria. Apesar das controversas sobre seu pico de liberacdo, a
dosagem do TGF-3 ocorreu apds os possiveis picos.

Em relacdo as PGSCs, em estudo anterior, a inibicdo de receptores de TGF-f em
astrécitos in vitro reduziu a producdo das proteoglicanas (Hsiao et al, 2013).
Confrontando com os achados do presente experimento, tal reducdo néo parece estar
associada a expressao de vimentina, ja que os animais que tiveram diminuicdo desta

ndo demonstraram alteracédo da inducéo de TGF- em relagdo ao grupo CP.

A angiogénese nao tem efeito significante no resultado final da injaria medular, mas
sim na capacidade de reparacdo espinhal, e seu principal indutor € o VEGF (Hagg e
Oudega, 2006). N&o houve diferenca na expressdo de VEGF entre 0s grupos
estudados, entretanto, na literatura consultada, ndo se sabe quando seria seu pico de
expressao, podendo ser diferente do tempo de avaliagdo. Assim, ndo se pode concluir
a participacdo ou ndo do VEGF na resposta funcional dos animais dos grupos
CDT+CTM e CDT, sendo que esperava-se que estes apresentassem altos niveis
deste fator, ja que foi demonstrado que o VEGF tem efeitos neuroprotetores e induz os
neurdnios a produzirem neurotrofinas com mesmo efeito (Jim et al, 2002). Jim e

colaboradores (2000) estudaram a neuroprotecdo do VEGF em culturas celulares de
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linhagem neural que foram privadas de glicose e oxigénio. A cultura que recebeu
VEGF teve o dobro de células sobreviventes ao estresse de privacdo. Em estudo in
vivo, o VEGF foi capaz de reduzir a area de infarto encefalico em ratos (Jin et al,
2003). No trauma medular, Kim e outros pesquisadores (2009) aplicaram células
tronco geneticamente modificadas para alta expressdo de VEGF. Em duas semanas
notaram maior proliferacdo celular nas medulas dos animais do grupo tratado, e as
seis semanas maior densidade de vasos sanguineos. Entretanto, Benton e Whittemore
(2003) observaram efeito deletério da aplicacdo do fator. Com aumento da
permeabilidade vascular e infiltragdo leucocitaria, houve maior volume de leséo

espinhal nos animais tratados, seis semanas apos a injaria.

Outro gene que parece estar envolvido na angiogénese, o PECAM-1. Trata-se de uma
molécula de adesdo endotélio plaquetaria, membro da super familia e
imunoglobulinas, expressa em plaguetas, mondécitos, neutréfilos e células T circulantes
(Albelda et al, 1991), ndo presente em fibroblastos, masculos ou outras células nao
vasculares (Newman, 1997), sendo um usual marcador celular do endotélio vascular
(Mahoney et al, 2009). A maior expressao detectada nos grupos CDT e CDT+CTM
poderia sugerir um processo de neovascularizacdo mais avangado nestes grupos.
Porém, ndo se poderia atribuir essa alta expressdo de PECAM-1 a angiogénese, uma
vez que 0 mesmo ndo aconteceu com o VEGF. Entretanto, estes mesmos grupos
tiveram melhor recuperagcdo funcional no teste comportamental. Sabe-se que a
isquemia esta diretamente relacionada com a gravidade da injuria medular (Kund et al,
2013), e a maior deteccdo de PECAM-1 nos grupos citados poderia indicar maior
vascularizagdo nestes animais. Sugere-se entdo que interacdes de adesao de células
endoteliais sejam fundamentais ao processo de angiogénese. A aplicacdo de anticorpo
anti-PECAM impediu a neovascularizacao em coérnea de ratos, relacionando este gene

a formacao de novos vasos (Delisser et al, 1997).

Dentre as neurotrofinas, responsaveis pelo bom funcionamento do sistema nervoso, a
mais abundante é o BDNF, que possui efeito anti apoptético (Han et al, 2012). As
neurotrofinas também sdo essenciais para a sobrevivéncia celular, desenvolvimento e
plasticidade neuronal (Chen et al, 2005). Sabe-se que ha estimulo para sua liberacdo
apoés compressao (lkeda et al, 2002), possivelmente como resposta do organismo,
devido ao efeito neuroprotetor desses fatores (Qin et al, 2006; He et al, 2013). Em
2002, Ikeda e colaboradores utilizaram BDNF e uma segunda neurotrofina, a NT-3, no

trauma medular, e observaram melhora funcional dos animais tratados.
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As CTM parecem aumentar a quantidade de BDNF e outras neurotrofinas, e o efeito
neuroprotetor das células possivelmente estd associado a esse fato (Rodrigues Hell,
2009). Entretanto, ainda ndo se sabe se as proprias células liberam essas
substancias, ou se induzem a liberagéo por efeito paracrino (Osaka et al, 2010). Wright
e outros pesquisadores (2011) identificaram que a cicatriz glial, devido a presenca das
PGSCs, inibe a acdo do BDNF. O presente estudo corrobora com esse achado, ja que
houve maior expressdo desta neurotrofina, assim como recuperacdo motora, nos
animais dos grupos CDT+CTM e CDT, nesta ordem. Além disso, a maior expressao de
BDNF nestes grupos sugere que a enzima condroitinase foi a responsavel por esse
aumento, uma vez que o grupo CTM isolado foi semelhante ao CP, tanto na expressao

de BDNF quanto na fun¢do motora.

8. Conclusdes

O modelo de trauma experimental promoveu injlria medular grave, com paraplegia e
inducdo de astrogliose, verificada pelo aumento da expressédo génica de vimentina.
Em contra partida, tal expressao foi reduzida pelos tratamentos propostos, apesar de

ndo haver sinergismos na associa¢ao de condroitinase e CTM.

A aplicacdo de condroitinase isoladamente e associada as CTM promoveu maior
vascularizagdo da medula lesada, verificada pela maior expresséo génica de PECAM-
1, apesar de ndo alterar os niveis de VEGF, no momento da avaliagdo. Os mesmos
tratamentos aumentaram a expressdo de BDNF, sendo a associagdo ainda mais

eficiente.

Os tratamentos com condroitinase isoladamente e sua associagdo as CTM

promoveram recuperagao funcional precoce dos animais tratados.

9. Consideracgfes finais

Mesmo com o0 avan¢o da ciéncia e da experimentacdo animal, o trauma medular
permanece com prognostico desfavoravel. Entretanto, os resultados do presente
estudo podem aumentar as esperancas a cerca do futuro desta afeccdo. A
recuperacdo precoce dos animais tratados com condroitinase, isoladamente e em
associacao as células tronco mesenquimais, reforcam as boas expectativas quanto a

manipulacdo da cicatriz glial para obtencéo de melhores desfechos nestes casos.

Porém, ainda ha muito a ser esclarecido, como qual o melhor intervalo apés a injaria

medular para tal intervencdo. Ou ainda pode-se questionar qual o periodo de duracao

45



do efeito dos tratamentos e o numero ideal de aplicacbes, tanto da enzima quanto das
células. Além disso, ndo se sabe ao certo qual a seguranca a longo prazo destas
terapias.

A nivel molecular, as ddvidas se tornam mais numerosas ainda, por exemplo, qual o
real papel das citocinas na regeneracdo axonal e inducdo da inflamacdo e reacdo
astrocitaria. O quanto as células transplantadas secretam destas citocinas e o quanto
induzem as células do organismo hospedeiro a libera-las e ainda, se ha diferenca

funcional de acordo com esta origem.

Assim, mais estudos se fazem necessarios antes que tais tratamentos sejam
amplamente aplicados a rotina clinica, tanto na Medicina Veterinaria, quanto nha

Medicina Humana.
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