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Resumo 

 

A avulsão de raízes motoras, na interface do sistema nervoso central e periférico, já bem 

descrito na literatura, promove uma significativa perda sináptica com degeneração de cerca de 

80% dos motoneurônios afetados. Não existem estratégias eficazes que propiciem uma reversão 

ou amenização deste quadro, mas alguns estudos já mostram que o passo fundamental é 

preservar os motoneurônios afetados.  

Pesquisas em diferentes áreas com células-tronco (CT) adultas estão sendo realizadas 

nos últimos anos e apresentam resultados promissores para a medicina regenerativa. 

Investigações recentes têm apontado para diferentes fontes de CT em tecidos adultos tais como 

de medula óssea, de sangue de cordão umbilical, tecido muscular, tecido nervoso, líquido 

amniótico entre outras. De modo geral, estas células apresentam como características principais 

a capacidade de proliferação e a diferenciação para outros tipos celulares. Entretanto, os 

principais problemas para o uso clínico das CT adultas são: i) pequena quantidade de células 

multipotentes, ii) o controle da diferenciação,  iii) insuficiência no número de células viáveis e 

iiii) difícil obtenção. Como alternativa às dificuldades anteriormente citadas, o tecido adiposo 

tem sido foco de intensos estudos, pois este tecido possui rica fonte de células pluripotentes, 

além de apresentarem características positivas como fácil acesso ao tecido adiposo subcutâneo, 

obtenção em quantidade abundante e processo de isolamento celular relativamente simples. 

Apesar deste tecido apresentar organização complexa, é na fração celular do estroma vascular 

que se encontra uma rica população de células pluripotentes. Dados de literatura demonstram 

que as células mesenquimais derivadas de tecido adiposo (AT-MSC – Células mesenquimais de 

tecido adiposo), mediante incubação com meios de cultura variados, diferenciam-se em 

adipócitos, osteócitos, mioblastos, hepatócitos, células vasculares entre outras. A diferenciação 

de AT-MSC em células neuronais ainda é alvo de discussões e críticas na literatura, pois não há 

protocolos estabelecidos que induzam a diferenciação em células neuronais funcionais 

absolutas. Ainda, recentes estudos atribuem um potencial neuroprotetor e uma capacidade 

imunomodulatória à produção de fatores neurotróficos e a produção de fatores solúveis pelas 

AT-MSCs, constituindo talvez o principal mecanismo de ação destas células in vivo. 

O xenotransplante também é alvo de criticas de diversos trabalhos. Células humanas em 

modelo animal têm sido usadas constantemente em diversos trabalhos e o uso ou não de 

imunossupressores é um dos motivos de questionamento dos resultados, uma vez que sistemas 

imunológicos diferentes podem causar reações imunológicas não pretendidas nos estudos e, 

consequentemente, os resultados não seriam confiáveis. Entretanto, artigos de revisões 
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bibliográficas demonstram que diversos estudos envolvendo células-tronco mesenquimais e 

modelos animais têm resultados promissores e corroboram entre si. 

Com objetivo de investigar a ação de células-troncos de tecido adiposo de lipoaspirado 

humano em modelo animal, o presente trabalho propôs analisar a capacidade de sobrevivência 

das AT-MSCs humanas no modelo de avulsão da raiz ventral de ratos, bem como sua 

capacidade de neuroproteção dos motoneurônios lesionados e sua competência de 

imunossupressão no período de 2 semanas pós lesão (período agudo). Análise da dinâmica das 

sinapses, da reação astroglial e microglial e da reação de linfócitos T tiveram o objetivo de 

identificar condições que promovessem a sobrevivência e regeneração dos motoneurônios 

axotomizados assim como a capacidade de atuação das células humanas em ratos. Deste modo, 

foi observado que o tratamento com as AT-MSC humanas tiveram efeito neuroprotetor, uma 

vez que houve aumento significativo de sobrevivência neuronal e promoveram a estabilidade 

sináptica. As células humanas também tiveram ação imunomodulatória, reduzindo a astrogliose 

reativa e ativação microglial, bem como inibiu a atividade de linfócitos T. Pode-se dizer que no 

modelo a ação das células-tronco mesenquimais humanas ocorre semelhante ao de transplantes 

alogênicos em modelos animais.  
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Abstract 

 

It is well described in the literature that avulsion motor at the interface of the central and 

peripheral nervous system, promotes a significant loss of synaptic degeneration and 80% of 

motor neurons death. There is no effective strategies that favor a reversal or mitigation of this 

framework, but some studies have shown that the key step is to preserve motor neurons 

affected. 

Researches in different areas with stem cell (CT) adults are being undertaken in recent 

years and show promising results for regenerative medicine. Recent investigations have pointed 

to different sources of CT in adult tissues such as bone marrow, umbilical cord blood, brain, 

muscle tissue, amniotic fluid, among others. Generally, these cells have as main characteristics 

capacity for proliferation and differentiation to other cell types. However, the main problems for 

the clinical use of adult SC are: i) small amount of multipotent cells, ii) differentiation control, 

iii) low number of viable cells and iiii) difficulty to obtain. As an alternative to the difficulties 

mentioned above, adipose tissue has been the focus of intense study, because this tissue has a 

rich source of stem cells, in addition to having positive characteristics such as easy access to 

subcutaneous adipose tissue, obtained in abundant quantities and isolation process relatively 

simple. Despite the complex tissue organization, the stromal vascular fraction is rich of 

pluripotent population cells. Literature data show that stromal cells derived from adipose tissue 

(AT-MSC-adipose tissue mesenchymal stem cells) can differentiate by incubation with various 

culture media into adipocytes, osteocytes, myoblasts, hepatocytes, vascular cells, among others. 

The AT-MSC differentiation into neuronal cells is still subject of discussion and criticism in 

literature, since no established protocol has induced differentiation into function neuronal cells. 

Still, many studies attribute a potential neuroprotective and immunomodulatory capacity for the 

production´s AT-MSC of neurotrophic factors and the soluble factors, constituting perhaps the 

main mechanism of action of these cells in vivo. 

Xenotransplantation is the target of criticism of many studies. Human cells constantly 

used in animal models have been used in several works and the use of immunosuppressants or 

not is subject to questioning of the results, since different immune systems can cause unwanted 

immune reactions in studies and, consequently, the results would not be reliable. Literature 

reviews show that several studies involving mesenchymal stem cells and animal models have 

shown promising results and corroborate each other. 
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To investigate the action of stem cells from human adipose tissue lipoaspirate animal 

model, this study proposes to analyse the survivability of the human AT-MSC in ventral root 

avulsion model in rats as well as its ability to neuroprotection in moto neurons and their 

competence in the period of immunosuppression 2 weeks post injury (acute period). To identify 

conditions that promote the survival and regeneration of axotomized motoneurons as well as the 

capacity for action of human cells in mice, synapses dynamic analysis, astroglial and microglial 

reaction and reaction of T lymphocytes was examined. Thus, it was observed that treatment 

with AT-MSC had neuroprotective effect, since there was a significant increase in neuronal 

survival and the AT-MSC human promoted synaptic stability. Human cells also have 

immunomodulatory action, reducing reactive astrogliosis and microglial activation and inhibited 

the activity of T lymphocytes. It is possible that the model action of human mesenchymal stem 

cells is similar to that of allogeneic. 
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Pesquisas com células-tronco embrionárias e adulta estão sendo realizadas nos últimos 

anos e apresentam resultados promissores para a medicina regenerativa [1]. 

Por definição, células-tronco (CT) são células com capacidade de auto-renovação e de 

diferenciação em diversas linhagens celulares, porque têm alta plasticidade. O zigoto (figura 1) 

é a célula-tronco totipotente capaz de gerar todas as células do organismo (células 

embrionárias), mas também as que sustentam o desenvolvimento do embrião no útero (células 

extra-embrionárias). Na fase de blastocito e a partir da massa interna, são obtidas as células-

tronco embrionárias (ES), que são pluripotentes, pois se diferenciam em células dos três 

folhetos embrionários (endoderma, mesoderma e ectoderma)[2]. 

Em adultos, há CTs em praticamente todos os tecidos e estas participam da regeneração 

e reparação tecidual, substituindo células que morrem no decorrer da vida do indivíduo. 

Contudo, atualmente têm se demonstrado a presença de algumas populações de CTs adultas 

com capacidade de diferenciação em linhagens celulares presentes em outros tecidos, diferentes 

daquele em que esta CT foi encontrada, atribuindo-se então para estas células a característica de 

plasticidade[3]. 

As CTs adultas vêm sendo usadas há mais de 30 anos para terapias em doenças 

hematológicas e do sistema imune.  De modo geral, essas células, in vivo, se dividem 

assimetricamente dando origem à outra CT e uma célula progenitora que originará uma célula 

madura diferenciada.  A maior vantagem no uso de CTs adultas é o fato de serem do próprio 

paciente, evitando rejeição do organismo. Entretanto, os principais critérios para sua 

aplicabilidade clínica são: i) ser encontradas em abundância, ii) possibilidade de procedimentos 

minimamente invasivos, iii) capacidade de diferenciação em diversas linhagens celulares, iiii) 

podem ser transplantada com segurança e efetividade em hospedeiro autólogo ou alógeno e, por 

ultimo, iiiii) deve ser possivel manusear seguindo os procedimentos GMP (Good Manufacturing 

Pratice) 
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Figura 1.  Classificação das células-tronco[2]- 

 

1.1. Fontes de CT adultas 

As células-tronco adultas de medula óssea e sangue periférico têm sido amplamente 

utilizadas como fonte para terapias celulares no transplante de medula óssea há mais de quatro 

décadas[4]. As CTs hematopoéticas (hematopoietic stem cell – HSC) originam toda a linhagem 

hematopoiética, formando progenitores mielóides e linfóides, que dão origem a linfócitos, 

hemácias, plaquetas e demais células sangüíneas, e possuem alguns marcadores moleculares, 

tais como, Sca-1, ckit, CD34 [5, 6].  

O sangue de cordão umbilical (SCU) tem sido descrito como outra fonte de CT adulta. 

Comparativamente com as CTs de medula óssea adulta, as CTs de cordão apresentam maior 

grau de tolerância aos antígenos de histocompatibilidade (HLA) do hospedeiro, podem ser 

estocadas para uso posterior (criopreservacão) e apresentam menor risco de infecção viral[7]. É 

descrito em literatura a presença de células-tronco com fenótipos diferentes, tais como células 

hematopoiéticas CD34+[8] e células tronco que expressam CD 133+[9]. Além disto, dados de 

literatura têm demonstrado que as CT provenientes de sangue de cordão umbilical apresentam 
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potencial de se diferenciarem em células endoteliais[10, 11], cardiomiócitos[10, 12] ou células 

nervosas[10, 13-15].  

Acredita-se que o tecido muscular também possa ser outra fonte de células-tronco [16-

18]. As células satélites, encontradas nas proximidades dos mionúcleos, neuromotor e capilares, 

são as principais candidatas a células-tronco musculares[19, 20]. Estudos demonstram que as 

células satélites apresentam capacidade de se diferenciar em osteoblasto e adipócito em resposta 

a lesões, trauma e fatores de crescimento[21, 22].  

Após estudos que confirmaram a proliferação de células no cérebro em animais 

adultos[23], o sistema nervoso central passou a ser um potencial local de obtenção de CT 

neuronais. As áreas identificadas como área de neurogênese são a zona subventricular(SVZ) e a 

região do giro do hipocampo dental (DG)[24]. As CTs neuronais são identificadas in vitro por 

meio da formação de neuroesferas. A partir da neuroesfera se formam os neurônios, glia e 

oligodendrito. As CTs neuronais, quando formam neuroesfera, expressam marcadores como: 

nestin, AC133 LEX/SSEA-1 e NG2. Elas têm capacidade de auto-renovação e diferenciação, 

mas são de difícil obtenção[19].   

Estudos recentes têm descrito células multipotentes isoladas de placenta com 

capacidade proliferativa e expressão de marcadores característicos de osteoclastos, células 

neuronais e adipócitos [25].  Assim, células multipotentes isoladas de placenta também podem 

ser fonte de células tronco. Mais recentemente, estas células multipotentes, quando cultivadas 

em meio de cultura para diferenciação hepática, expressaram marcadores e morfologia 

característicos de hepatócitos [26, 27]. Além disto, estas células multipotentes derivadas de 

placenta, quando incubadas com várias citocinas, também mostraram-se capazes de 

diferenciação em tecido ósseo, cartilagem ou tecido gorduroso[25, 28, 29]  e ainda são capazes 

de se diferenciar in vitro em neurônios e células da glia, se incubados com ácido retinóico (RA) 

ou 1-methyl-3-isobutylxanthina (IBMX) [30, 31]. Além das fontes CT acima citadas 

sucintamente, dados de literatura têm indicado outras fontes igualmente promissoras como 

líquido amniótico[32] e tecido adiposo.  

As CTs mesenquimais(mesechymal stem cell - MSC) obtidas de tecido adiposo, medula 

óssea, sangue de cordão umbilical entre outros, são capazes de formar condroblastos, 

osteoblasto, células endoteliais e adipócitos e apresentam como fenótipo provável a expressão 

de  CD49a+ e CD45med/low [33, 34]. 

É importante ressaltar os estudos com células-tronco pluripotentes induzidas ou IPSC 

(do inglês Induced Pluripotent Stem Cell) conduzida por meio da reprogramação genética de 
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células adultas, geralmente células da epiderme. Yamanaka e colegas induziram primeiramente 

células de fibroblasto adultas de camundongos[35] e depois células humanas[36] por meio de 

vetores virais e a adição de quatro genes: Oct-4, Sox-2, Klf-4 e c-Myc. Também, já é possível 

induzir células-tronco neural (NSC) com um único fator de transcrição (Oct-4)[37] ou utilizar 

proteínas recombinantes para entrega dos genes sem utilização de vetores virais[38]. As IPSC 

possuem características semelhantes as células-tronco embrionárias, como auto renovação e 

potencial de diferenciação, padrões de expressões genicas e metilação da cromatina 

semelhantes, formação de corpos embrióides e formação viável de quimera[39]. Além disso, as 

IPSC possuem capacidade de diferenciar em neurônios, células da glia, NSC e 

motoneurônios[40, 41]. Contudo, as IPSC possuem algumas desvantagens, como formação de 

teratomas, programação aberrante e a presença de transgenes[42]. Desta forma, essas células 

tem um alto grau de utilidade para pesquisa, embora seu uso terapêutico seja ainda muito 

prematuro.  

 

1.2. Células-tronco mesenquimais(MSC)  

Células-tronco do estroma de medula óssea, não hematopoiéticas, são conhecidas 

atualmente como células-tronco mesenquimais (Bone Marrow mesechymal stem cell – BM-

MSC) e foram primeiramente descritas por Friedenstein e colaboradores na década de 80[43]. 

As células-tronco mesenquimais possuem a capacidade de se diferenciar em linhagens de 

origem mesodérmica, tais como: músculo esquelético, ossos, tendões, cartilagem e tecido 

adiposo, quando submetidas a meios de cultura suplementados com fatores de crescimento e 

hormônios específicos[3, 44, 45]. Porém, atualmente tem sido descrita a capacidade das células-

tronco mesenquimais de se diferenciar em células de tecidos de outras origens, tais como células 

neuronais e hepáticas [46-48]. Além disso, as células-tronco mesenquimais possuem outras 

características tais como: efeito imunomodulador, efeito parácrino, fácil obtenção, grande 

capacidade de proliferação, grande aderência e comportamento migratório[49-53].  

A primeira e principal fonte de obtenção das MSC é a medula óssea, no entanto, elas 

são células raras e correspondem a cerca de 1 em cada 10.000 células  nucleadas da medula 

óssea. Também é possível obter as MSC de várias outras fontes tais como: sangue de cordão 

umbilical, fígado fetal, líquido amniótico, polpa dentária e tecido adiposo[54-59]. 
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1.3. Células-tronco mesenquimais de tecido adiposo(AT-MSC) 

O tecido adiposo possui uma organização complexa, formado basicamente por 

adipócitos maduros e imaturos, fibroblastos, células da musculatura lisa vascular, células 

endoteliais, macrófagos, linfócitos e células-tronco mesenquimais[60, 61]. A fração celular do 

estroma vascular (SVF: stromal-vascular cell fraction) de tecido adiposo tem sido foco de 

intensos estudos, pois este compartimento possui rica fonte de células pluripotentes adultas [62]. 

Além disto, características como procedimento cirúrgico simples através da lipoaspiração, fácil 

acesso ao tecido adiposo subcutâneo, obtenção em quantidade abundante e processo de 

isolamento relativamente simples torna o uso de CT obtidos de tecido adiposo atrativo para 

estudo e potencial utilização para terapia celular[62].  Ressalta-se que a lipoaspiração é um 

processo rotineiro na medicina estética e propicia a obtenção de grande quantidade de tecido 

adiposo, que será descartado[63, 64]. Análises comparativas de células-tronco mesenquimais 

isoladas de sangue de cordão umbilical, medula óssea e tecido adiposo, que são as fontes mais 

utilizadas, demonstram que as células-tronco mesenquimais do tecido adiposo não são 

diferentes em relação à morfologia, fenótipo, frequência na formação de colônias e capacidade 

de diferenciação[65]. Em estudo comparativo, Wagner e colaboradores analisaram através de 

microarranjos a expressão global dos genes de células-tronco mesenquimais obtidas dessas três 

fontes[66]. Os resultados demonstraram que, quando as células foram cultivadas em meios de 

cultura idênticos, a expressão de genes envolvidos na produção de proteínas da matriz 

extracelular, morfogênese e desenvolvimento foi semelhante, sugerindo que as células-tronco 

mesenquimais de diferentes fontes são semelhantes do ponto de vista de expressão gênica[66].  

Por outro lado, Lee e col. demonstraram dados diferentes em relação à expressão gênica 

de células-tronco mesenquimais de medula óssea e tecido adiposo[67].  Primeiramente a 

avaliação por citometria de fluxo demonstrou que a expressão de marcadores como CD44, 

CD29, CD105, CD34, CD14b, cKit  é igual, independentemente da fonte das células 

mesenquimais. Apesar destes dois tipos celulares se diferenciarem para as três linhagens em 

meios de cultura especificos (osteogênese, condrogênese e adipogênese), a AT-MSC apresentou 

maior taxa de proliferação. Além disto, a expressão de aproximadamente 2000 genes foi de 2 a 

3 vezes maior do que nas células mesenquimais de medula óssea.   

Não existe consenso na literatura sobre a denominação das células-tronco de tecido 

adiposo. Alguns autores, em suas publicações, referem-se a essas células como: células do 

processado de lipoaspirado (PLA - processed lipoaspirate cells)[68], células mesenquimais 

derivadas de tecido adiposo (ATSC, AT-MSC - adipose tissue-derived mesenchymal stem) [69, 

70], células tronco multipotentes derivadas de gordura (MADS - multipotent adipose-derived 

stem cells)[71, 72]), células tronco derivadas de tecido adiposo (ASC - adipose tissue-derived 
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stem cells)[73, 74],  células estromais derivadas de tecido adiposo (ADSC, ATSC - adipose 

tissue-derived stromal cells)[75, 76], células estromais de adulto derivado de tecido adiposo 

(ADAS - adipose tissue derived adult stem cells) [77, 78] ou células derivadas de tecido adiposo 

(ADC- adipose tissue-derived cells)[79].  Embora exista uma discordância quanto à 

nomenclatura e a população celular é a mesma, ainda é necessário a  melhor caracterização 

celular e molecular das células multipotentes do tecido adiposo. Nesta tese, usaremos o termo 

“células mesenquimais derivadas de tecido adiposo” (AT-MSC - adipose tissue mesenchymal 

stem cell), pois esta nomenclatura vem sendo utilizada com maior frequência em trabalhos 

publicados recentemente e estão melhor referenciadas. 

As células-tronco mesenquimais, de um modo geral, possuem três principais 

características: são células que passaram por várias passagens em cultura obtendo uma 

população morfologicamente homogênea, apresentam grande capacidade de diferenciação em 

diversas linhagens (principalmente linhagem adipogênica, condrogênica e osteogênica) e 

apresentam as mesmas características moleculares, mesmo sendo de origem tecidual diferente 

devem ser positivas para marcadores celulares CD90, CD105 e CD73 e negativas para 

marcadores de linhagem hematopoiética, como CD34, CD45, CD14[62, 71]. 

Além de possuírem o potencial de se diferenciar em adipócitos, condrócitos e 

osteócitos[80-86], as AT-MSCs também podem se diferenciar em células endoteliais e 

vasculares[87-90], hepatócitos [47, 91-93], células pancreáticas [94, 95], progenitores 

hematopoéticos [96-99] entre outras, como descrito amplamente na literatura. 

A demonstração de que as AT-MSC são potencialmente capazes de se diferenciar em 

outros tipos celulares está descrita na literatura. Rodriguez et al. descreveram que AT-MSC 

diferenciam-se em adipócitos, osteócitos e mioblastos[71]. Este último tipo celular foi injetado 

em modelo experimental de distrofia muscular de Duchene e foi demonstrado que o animal 

passou a expressar taxas elevadas de distrofina, quando comparadas com animais não 

tratados[100]. Estudos recentes também confirmam o potencial das AT-MSC em diferenciarem-

se em miócitos[101-103]. Di Rocco etal[104] realizou um estudo em que as AT-MSC obtidas de 

tecido adiposo de humanos foram incubadas com meios de cultura obtidos de cultura primária 

de mioblasto, ou mesmo co-cultura de AT-MSC e mioblastos.  O fenótipo observado nas AT-

MSC, após as incubações anteriormente citadas, era semelhante ao fenótipo de miotubos 

esqueléticos. Ainda, AT-MSC isoladas, porém não submetidas a meios de diferenciação, foram 

injetadas próximas ao local de isquemia de feixes musculares e apresentaram capacidade de 

incorporação nas fibras musculares do hospedeiro, sugerindo capacidade proliferativa. 

Um grande numero de estudos também demonstram a capacidade de diferenciação 

neuronal das AT-MSCs[105-107]. Woodbury et al utilizou protocolo para transformação de 
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células neuronais a partir de aspirados de medula com -mercaptoetanol (BME), ou 

dimetilsulfóxido (DMSO) + hidroxianisol butilado (BHA) em cultura de células tronco de 

medula de humanos e ratos. Observou-se, em questão de horas, que aproximadamente 80% das 

células cultivadas se transformaram em células neurais (expressaram enolase neuroespecífica, 

Neu N, neurofilamento M (NF-M) e tau)[108]. Posteriormente, dois trabalhos independentes 

sugeriram que a indução química neuronal proposta por Woodburry pode ser somente um 

artefato, em consequência aos efeitos tóxicos dos agentes químicos (BME, DMSO e BHA)[109, 

110]. A partir destes estudos, têm-se dado preferência para o uso de fatores de crescimento e/ou 

citocinas neurotróficas para a transformação de células tronco em células neurais[111, 112]. 

Recentemente, Ahmadi etal [107]realizaram experimento comparativo de dois 

protocolos de diferenciação neuronal, com químicos e com citocinas. Com protocolo químico, o 

grupo demonstrou a reversibilidade de alguns marcadores, como MAP2 e GFAP, e maior morte 

celular que no segundo protocolo. Ainda, concluíram que uso de substancias tôxicas não são 

aplicáveis em transplantes celulares. Em outro estudo, Jang e colaboradores fizeram 

diferenciação de AT-MSC para neurônio a fim de estudar o potencial elétrico, uma das 

características essenciais para funcionalidade neuronal. Observaram que além de possuírem 

marcadores neuronais, há o disparo elétrico na membrana celular das AT-MSC diferenciadas e, 

por analise de RT-PCR, há aumento da expressão de genes relacionados a canais de sódio, 

potássio e cálcio na diferenciação destas células[106]. O assunto ainda é bem controverso 

quanto à diferenciação neuronal e sua funcionalidade, já que alguns estudos demonstram que 

alguns marcadores estão presentes antes da diferenciação[113], e há dificuldade de transplantar 

essas células diferenciadas em modelos animais[114].  

Os mecanismos moleculares de diferenciação de AT-MSC têm sido objeto de vários 

estudos e ainda precisam ser esclarecidos. Cho e colegas[115]  identificaram que a via Wnt, 

classicamente descrita como via envolvida na embriogênese, morfogênese e organogênese[116], 

está envolvida na proliferação das CTs obtidas de lipoaspirado em adultos. Além disto, o 

bloqueio desta via com RNAi reduziu a osteogênese. Em outro estudo, Kim e colaboradores 

usaram alguns tipos de isoflavonas para inibir a adipogênese e observaram que a ação ocorre 

pela via Wnt[117]. Outros trabalhos também apontam o envolvimento desta via na proliferação 

de tecidos adultos[115, 118, 119] e diferenciação de MSC[119-121].  
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dois grupos de pacientes de diferentes idades (16-18 anos e 67-75 anos). Não houve diferença 

significativa na expressão de neurofatores, como NGF(nerve growth factor),GDNF(glial-

derived neurotrophic factor), NT3(Neurotrophic Factor-3), BDNF(brain-derived neurotrophic 

factor) e VEGF(vascular endothelial growth factor) em ambas as populações de MSC. Contudo, 

a capacidade de aumentar o crescimento de neuritos das células do gânglio da raiz dorsal e o 

ótimo resultado quanto ao crescimento e a diferenciação celular das MSC do grupo de pacientes 

jovem, levam a crer que o uso de células de pacientes mais idosos não seja uma boa opção para 

uma possível terapia celular[132]. 

 

1.5.  Marcação de células-tronco e determinação de seu destino 

Estudos com CT em animais de experimentação têm fornecido resultados promissores e 

entendimento nas diferentes etapas do mecanismo de cura por esta terapia.  Em animais 

experimentais podemos fazer o rastreamento do destino de células tronco através da marcação 

in vitro com fluorocromo, bromodeoxiuridina (BrdU) ou incorporação de material genético 

como LacZ  ou fluoresceina (GFP) e submeter à avaliação histológica em diferentes tempos. 

Uma outra maneira de se marcar uma célula para posterior localização é a utilização de 

nanopartículas superparamagnéticas (SPIO - Superparamagnetic Iron Oxide)(figura 5). Estas 

partículas são formados por um núcleo constituído por estrutura cristalina de óxido de ferro 

(Fe2O3 M2+O; M= metal divalente, por exemplo Fe2+, Mn2+). Em geral eles são envolvidos 

com uma camada externa de dextran, formando microcristais de magnetita com um diâmetro 

médio de 50nm. Esta estrutura é um bom agente de contraste negativo. O SPIO é disponível 

comercialmente com aprovação do FDA e da ANVISA e é usado para contraste de estudos 

hepáticos, onde há acumulo do material no sistema retículo-endotelial das células de Kupffer.  O 

SPIO é biocompatível, pois pode ser metabolizado pelo organismo, voltando ao pool de ferro 

corporal, para ser utilizado em outros processos metabólicos que envolvem ferro, tal como a 

produção de hemoglobina[133]. Entretanto, SPIO quando usado isoladamente não marca as 

células não fagocíticas como é o caso de CT. A principal limitação deste método para o estudo 

de xenotransplante de células é a possibilidade de células do sistema imune do animal fagocitar 

as células mesenquimais humanas marcadas com SPIO ou fagocitar a SPIO liberada pelas 

células mortas ou expulsa das células viaveis e este apresentar um falso-positivo quanto à 

analise de localização [134-138]. Desta forma, não seria possível saber se as MSCs estão vivas 

ou viáveis e atuando no local da lesão. 

Uma terceira forma de marcação celular é com pontos quantum, chamados de Qtracker 

(figura 5). Qtracker são concebidos para entrar no citoplasma de células cultivadas em cultura 
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Figura 8. Procedimento cirúrgico do modelo animal (rato) de avulsão de raízes motoras 

da medula espinal L4, L5 e L6. Foto obtida do artigo do grupo colaborador[170]  

As lesões axonais tanto no Sistema Nervoso Central (SNC) quanto no Sistema Nervoso 

Periférico (SNP) resultam em degeneração retrógrada e morte celular. Diversos fatores 

influenciam a capacidade de sobrevivência, evolução e gravidade da lesão do neurônio 

axotomizado: i) a distância entre o sítio da lesão e o corpo do neurônio (descrito anteriormente), 

ii) localização dos neurônios(SNP ou SNC)e iii) a idade do animal. No SNC, a taxa de morte 

celular de neurônios submetidos axotomia proximal é alta enquanto neurônios localizados no 

SNP geralmente sobrevivem e regeneram[171]. Diversos estudos mostram a degeneração e a 

morte de motoneurônio adulto após a avulsão de raízes ventrais na interface SNC-SNP[168]. 

Tal lesão resulta na completa desconexão com os componentes do nervo periférico, como as 

células de Schwann, as quais produzem inúmeras moléculas neuroprotetoras essenciais aos 

motoneurônios[172, 173]. O mecanismo da morte de motoneurônios adultos após avulsão ainda 

é pouco conhecido e controverso. Diversos estudos indicam dois caminhos para a morte ou 

degeneração dos motoneurônios: apoptose [174, 175] ou necrose[169, 176]. A expressão de 

Bcl-2 mediada por um vetor viral evita a degeneração de motoneurônios após a avulsão de 

raízes motoras ventrais em ratos adultos[177], porém a inibição de caspases falha em recuperar 

os motoneurônios[178]. Os resultados sugerem que  a morte de um motoneurônio adulto após a 

avulsão segue também outros caminhos, além da via apoptótica.   

No modelo de avulsão das raízes ventrais L4-L6 estudado no presente estudo, os 

motoneurônios axotomizados na interface entre o sistema nervoso central e periférico resultam 

na perda de até 80% das células nervosas lesadas durante a segunda ou terceira semanas após a 

lesão e são caracterizadas também por mudanças metabólicas e morfológicas[179]. Esse modelo 

mimetiza a lesão do plexo braquial em humanos, cuja a causa mais comum dessa lesão decorre 

de mecanismo de tração, como acidentes motociclísticos, seguido de  projéteis de arma de fogo, 

compressão e ferimentos cortantes, com perdas motoras, sensitivas e autônomas da extremidade 

afetada[180].  
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A desconexão entre o corpo celular do neurônio e o órgão alvo, que leva à interrupção 

do aporte de fatores neurotróficos para o corpo celular, é, em parte, causa dessas mudanças, que 

acarreta alterações no corpo celular do neurônio denominada cromatólise[181-183], que é a 

degradação ou desaparecimento da cromatina do núcleo. Incluídos neste contexto, estão o 

edema do corpo celular, o deslocamento do núcleo para a periferia da célula e a dissolução da 

substância de Nissl. 

Outra consequência da axotomia proximal é que a lesão expõem os motoneurônios a 

processos excitotóxicos (ativação acima do normal de receptores glutamatérgicos, consequência 

de excessiva quantidade do respectivo neurotransmissor e com efeito danoso em neurônios). 

Estes efeitos promovidos pelo neurotransmissor glutamato provindos dos terminais sinápticos 

podem levar ao aumento da produção de radicais livres após eventos lesivos[151, 184]. Esse 

processo tem um papel fundamental em muitas doenças neurológicas[185] e, recentemente, 

estuda-se seu papel em doenças como esclerose múltipla[186] e doença de Parkinson[187]. 

 

1.9.  Plasticidade sináptica 

Uma propriedade fundamental do Sistema Nervoso (SN) é sua plasticidade e depende 

da atividade do sistema. Após uma lesão no SN (interrupção do contato entre o motoneurônio e 

as fibras musculares) ocorre remodelação estrutural e funcional de seus circuitos e a retração de 

botões pré-sinápticos presentes na superfície dos motoneurônios axotomizados[188](figura 9). 

No período agudo pós-lesão, há uma perda significativa desses botões sinápticos, diminuindo ou 

mesmo cessando temporariamente a transmissão sináptica[189, 190]. Em analise ultraestrutural, 

observa-se uma redução do número de contatos sinápticos no corpo dos motoneurônios do tipo 

alfa e na região proximal de seus dendritos. Contudo, os terminais glutamatérgicos (tipo S) são 

mais afetados durante a fase de eliminação dos terminais sinápticos. A supressão preferencial 

pode ser interpretada como uma forma de se evitar a excitotoxicidade mediada por este 

neurotransmissor. Desta forma, há proporcionalmente uma maior eliminação de terminais 

excitatórios[190-193]. 

As células lesadas apresentam predomínio de botões sinápticos inibitórios. As 

alterações sinápticas observadas refletem uma reorganização ativa dos motoneurônios em 

resposta à lesão e leva a mudanças metabólicas do estado de transmissão sináptica para o estado 

de recuperação dos axônios comprometidos pela lesão[193].  
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importantes fatores neurotróficos que atuam sobre os motoneurônios são o fator neurotrófico 

ciliar (CNTF) e o fator inibitório de leucemia (LIF) da família das citocinas, assim como os 

fatores de crescimento semelhante à insulina 1 e 2 (IGF-1 e IGF-2) e o fator básico de 

crescimento de fibroblasto (FGFb)[147, 200, 206]. Mais recentemente, verificou-se que o fator 

neurotrófico derivado de células gliais (GDNF), identificado a princípio como um fator de 

sobrevivência e diferenciação de neurônios dopaminérgicos in vitro, é também um potente 

promotor da sobrevivência de motoneurônios e neurônios autonômicos in vivo [205, 208, 209]. 

Foi demonstrado que o GDNF é significativamente mais potente do que o BDNF na promoção 

da regeneração axonal motora após secção do nervo tibial em ratos adultos, mas o tratamento 

combinado de GDNF e BDNF aumentou significativamente o número de motoneurônios que 

regeneraram seus axônios mostrando que, embora a ação neurotrófica destas moléculas se 

realize por vias intracelulares distintas, elas, quando juntas, têm efeitos sinérgicos[210, 211].  

Yan etal demonstraram que o transporte de BDNF ocorre pelo motoneurônio de ratos 

neonatos e que a aplicação local do neurofator tem um importante papel na sobrevivência de 

motoneurônios após a transecção do nervo isquiático tanto de neonatos, como em adultos[204]. 

Na mesma linha, Kishino e colaboradores verificaram que a administração intratecal (injeção 

pelo canal raquideano, diretamente no espaço subaracnoide) do BDNF, após a avulsão das 

raízes espinhais de ratos adultos, reduziu a atrofia celular e aumentou a síntese da enzima 

colina-acetil transferase (ChAT). Os resultados também indicaram que o BDNF apresentou a 

capacidade de estimular o crescimento axonal dos neurônios motores no SNP[212].  

Em modelo de avulsão do nervo periférico facial, Wasabi e colegas estudaram os efeitos 

de diversas moléculas neuroprotetoras por meio de um tratamento com vetores virais que 

codificam BDNF e GDNF. Verificaram que o tratamento reduziu perda significativa de 

motoneurônios faciais, atenuou a redução de ChAT e suprimiu a atividade da óxido nítrico 

sintase (NOS)[213]. A apoptose de motoneurônio é regulada por NOS que em elevada atividade 

leva à morte celular[214]. O conjunto de dados obtidos até o momento sobre a natureza dos 

fatores neurotróficos sugere que seu papel na biologia dos motoneurônios derive da sua ação 

conjunta e coordenada, quer durante o desenvolvimento quer após eventos lesivos[147]. 

Diversos estudos estão sendo realizados com fatores neurotroficos injetados com o objetivo de 

desvendar a capacidade de regeneração e funcionamento destes fatores no SN [215-218].  
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1.11.1.  Astrócitos e astrogliose reativa  

Os astrócitos constituem o tipo glial predominante no SNC[227, 228]. Apresentam 

morfologia tipo estrela e prolongamentos citoplasmáticos denominados processos astrocitários 

perivasculares, que é componente estrutural da barreira hemato-encefálica[229]. O processo 

astrocitário também envolve as sinapses de maneira especial, de forma a regular a transmissão 

sináptica[230]. Desta forma, a maturação sináptica e a atividade neuronal estão sujeitas ao 

controle astrocitário[231]. Ainda, esses processos, por meio de junções gap, interligam 

diferentes tipos celulares, formando uma rede[232, 233]. Assim, o astrócito é o ponto de ligação 

entre todas as células do SNC e controla diretamente o metabolismo neuronal[234]. A ablação 

destas células leva ao edema vasogênico e à falha do restabelecimento da barreira hemato-

encefálica[235].  

Além de importante elemento de suporte metabólico dos neurônios[236], as projeções 

celulares dos astrocitos, extremamente finas e livres de organelas, abundantes nas adjacências 

das regiões sinápticas[237], têm a capacidade de modular a excitabilidade neural pela difusão de 

íons(p.e. Ca2+)[227] e neurotransmissores [236, 238-243], e desta forma os astrocitos também 

são capazes de agir ativamente na resposta do SN[244, 245].   

Os astrocitos têm a capacidade de responder a mudanças da homeostase do tecido 

nervoso e, em condições anômalas, através da formação da cicatriz glial, participar da retração e 

eliminação das terminações sinápticas, desempenhando papel ativo na plasticidade do sistema 

nervoso[230, 246]. As lesões no SNC induzem uma série de alterações nas células gliais. Tanto 

astrócitos quanto a microglia tornam-se reativos, constituindo a chamada gliose reativa, 

caracterizada pela hipertrofia do corpo e processos celulares dos astrócitos e pela hiperplasia de 

ambos os tipos celulares[247-249]. 

A astrogliose é a resposta astrocitária que se desenvolve pela hipertrofia e hiperplasia 

reativas [250]. No local da lesão, os astrócitos ocupam os sítios de neurônios degenerados 

formando a chamada cicatriz glial, que é o principal impedimento para a regeneração axonal, 

uma vez que atua como uma barreira física para os axônios em crescimento[251]. Além disso, 

os astrócitos participam da eliminação dos terminais pré-sinápticos, uma vez que a resposta glial 

coincide com a perda de sinapses em motoneurônios alfa medulares em cromatólise[252]. 

Na hipertrofia astrocitária pós-lesão de motoneurônios, há aumento da expressão de 

GFAP (glial fibrillary acidic protein) nos astrocitos, que é uma proteína constituinte da rede de 

filamentos intermediários dos astrócitos[253]. Membro da família de proteínas do citoesqueleto, 

o GFAP promove a estabilidade estrutural dos processos astrocitários e, portanto, está 
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1.12. Xenotransplante  

Tendo em vista que o trabalho aqui descrito utlizou células-tronco humanas em modelo 

de lesão animal, torna-se notório um estudo na literatura de outras pesquisas cujo o foco foi 

xenotransplante de células-tronco. A capacidade imunomodulatória das células-tronco 

mesenquimais (MSCs) parece permitir transplante alogênico ou xenogênico sem o uso de 

agentes imunossupressores[259, 260]. Foi demonstrado que as células-tronco mesenquimais 

obtidas de tecido adiposo (AT-MSC) não expressa antígenos maiores de histocompatibilidade 

complexa-II (MHC2)[261] e os seus efeitos imunossupressores são também mediados por 

prostaglandina E2[262]. Estudos clínicos e pré-clínicos demonstraram que o transplante 

alogênico de AT-MSC foi capaz de controlar a reação do enxerto contra o hospedeiro da 

doença[263].  

Artigo de revisão realizado por Li & Cooper[259] identificou 94 relatórios da 

administração in vivo entre espécies de MSC em uma variedade de modelos experimentais. A 

maioria (n = 89) envolve o uso de MSC humano em várias outras espécies. As MSCs humanas 

utilizadas foram, em grande parte, derivadas da medula óssea, tecido adiposo, ou sangue de 

cordão umbilical e as vias de administração foram variadas, embora quase metade dos estudos 

utilizem a via intravenosa. A função das MSCs foi confirmada em vários modelos inter-

espécies, sendo que as MSCs humanas funcionaram em nada menos do que sete espécies 

diferentes.  

Em modelo de lesão da medula espinal, Neuhuber e colegas injetaram células 

mesenquimais de medula óssea humanas (BM-MSC) em ratos[264]. O grupo verificou que, em 

animais tratados, houve crescimento axonal robusto dos neurônios lesionados em função de 

fatores solúveis liberados pelas BM-MSC, embora houvesse notória variação deste crescimento 

entre os animais do grupo tratado, uma vez que as BM-MSC eram de doadores diferentes.  

Desta forma, as BM-MSC suportam crescimento axonal após a lesão espinal. Na mesma linha 

de estudo, mas utilizando células mesenquimais de sangue de cordão umbilical(UCB-MSC) em 

cachorros, Lee e colegas identificaram remielinização de axônios após lesão da medula espinal 

nos animais tratados[265].  

Desta forma, existe uma base sólida para supor que as AT-MSC humanas em 

transplante xenográfico possam ter efeitos semelhantes ou próximos de um transplante 

alogênico ou de células-tronco da mesma espécie. 
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2. Objetivos 
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O tecido adiposo é uma nova fonte de células-tronco que tem potencial de se 

diferenciarem em diversos tipos celulares, inclusive em células neuronais in vitro, e a 

capacidade de secretar fatores imunossupressores e neuroprotetores. O objetivo desse estudo é 

verificar a ação destas células, após xenotransplante, em modelo animal de lesão medular. 

2.1.1. Objetivos Gerais 

Investigar os efeitos neuroprotetores e imunomoduladores das AT-MSC humanas sobre 

motoneurônios alfa medulares no transplante xenográfico em ratos fêmeas (6-8 semanas) 

submetidos à avulsão de raízes motoras 

2.1.2. Objetivos Específicos 

1 – Estabelecer cultura e caracterização de células mesenquimais obtidas de 

lipoaspiração (AT-MSC). 

2 – Estabelecer marcação celular para identificação in vivo 

3 – Analisar o impacto do tratamento com AT-MSC sobre a sobrevivência neuronal 

4 – Avaliar efeitos das AT-MSC nos processos de eliminação sináptica, reação da 

astroglia, ativação da microglia e imunomodulação 
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3. Material e Métodos 
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3.1. Obtenção de tecido adiposo 

Após aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Médicas 

(ANEXO 1 - processo CEP-N° 839/2008), o tecido adiposo foi doado pelos pacientes do 

Hospital das Clínicas UNICAMP quando estes eram submetidos a uma lipoaspiração. Foram 

selecionados pacientes com idade entre 25 e 50 anos e excluídos pacientes diabéticos e 

hipertensos. 

3.2. Isolamento e cultura celular 

As células mesenquimais (MSC) foram obtidas de tecido adiposo humano de pacientes 

submetidas à cirurgia de lipoaspiração, sob anestesia geral. Os procedimentos foram aprovados 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Unicamp e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

foi aplicado a todos os pacientes submetidos a lipoaspiração que concordaram com a doação.  

O tecido lipoaspirado foi lavado exaustivamente com PBS (“phosphate-buffered 

saline”) para remover traves de tecido conjuntivo e hemácias. Para cada 10 g de tecido, a 

proporção das substâncias para o tampão de digestão continha é 20mg de colagenase tipo 1A, 

200mg de albumina sérica bovina (BSA), 20ml de D-MEM-LG (Dulbecco's Modified Eagle 

Medium Low Glucose) e 10μl de gentamicina (filtrar a solução). A mistura foi tratada em 

banho-maria à 37ºC por 30 minutos, agitando o recipiente a cada 5 minutos. Após a digestão 

completa do tecido, a reação foi interrompida com 10 ml de soro fetal bovino (FBS). A seguir, 

foi centrifugada por 15 minutos a 1500rpm. O sobrenadante foi desprezado e o pellet re-

suspenso em 10 ml de D-MEM-LG com 10% do volume de FBS. Após 24 horas, o meio de 

cultura foi trocado por 3 dias consecutivos e depois a cada 2 dias até que as células aderidas ao 

plástico atingiram a confluência de 70 a 80% da superfície da garrafa de cultura. As células 

foram retiradas da garrafa por adição de uma solução de tripsina a 0,05% e  1mM de  ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA) e expandidas até a 4ª passagem da cultura, quando eram 

caracterizadas como células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (Esquema 1). 
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3.4. Diferenciação em linhagem mesodérmicas 

Para comprovar obtenção de células-tronco mesenquimais, as células obtidas pelos 

procedimentos acima foram submetidas a três diferenciações: adipogênica, osteogênica e 

condrogênica. A diferenciação foi feita após a quarta passagem, substituindo o meio de cultura 

de crescimento (DMEM-LG/ 10% FSB) pelos meios indutores descrita na tabela 1 abaixo. 

Tabela 1. Meios e suplementos para indução de adipogênese, osteogênese e 

condrogênese.  

 

Diferenciação Meio Suplementos 

Adipogênese 

 

DMEM 

Alta 
Concentração de 

Glicose 

10%FSB 

Dexametasona – 5x10-6 M 

3-isobutil- metilxantina – 4,5x10-4 M 

Insulina – 5ug/ml 

Indometacina – 3x10-4 M 

Osteogênese 

 

DMEM 

Baixa 
Concentração de 

Glicose 

10%FSB 

Dexametasona – 5x10-6 M 

Ácido Ascórbico – 2,8x10-4 M 

β-glicerol-fosfato – 10-2 M 

Condrogênese 

 

DMEM 

Baixa 
Concentração de 

Glicose 

10%FSB 

Ácido Ascórbico – 50 ug/ml 

TGF β3– 25ng/ml 

Insulina – 6,25ug/ml 

Dexametasona –1mM 

Albumina Humana- 

L-prolina 0,4mM 

 

–  Diferenciação osteogênica: as células-tronco mesenquimais foram cultivadas no 

meio de indução por três semanas e sua diferenciação foi avaliada pela coloração com Alzarin 

Red S. 

– Diferenciação adipogênica: as células-tronco mesenquimais foram cultivadas no 

meio de indução por duas semanas e foram submetidas à coloração por Oil Red.  
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– Diferenciação condrogênica: as células-tronco mesenquimais foram cultivadas em 

meio de indução e após 3 semanas foram avaliadas pela coloração com Azul de toluidina.  

3.5. Citoquímica das Células Mesenquimais Diferenciadas 

A análise citoquímica das células mesenquimais diferenciadas foi realizada por meio da 

marcação com corantes celulares específicos e observação por microscopia óptica convencional. 

Para a diferenciação adipogênica, as de células foram coletadas, fixadas com uma 

solução de formaldeído 1X durante 30 minutos e coradas com uma solução de Oil Red O a 

0,3% durante 20 minutos e contracoradas com hematoxilina. O Oil Red O permite a 

visualização de acúmulo intracelular de lipídeos. 

Para a diferenciação osteogênica, as celulas coletadas foram  fixadas em etanol 50% 

durante 15 minutos a 4ºC e coradas com uma solução de Alizarin Red S 1% sob agitação 

constante por 45 minutos. O corante permite observar a calcificação na matriz extracelular. 

Células submetidas à diferenciação condrogênica foram coletadas e marcadas com Azul 

de Toluidina a 1%. Após a retirada do corante as células ficarão expostas à temperatura 

ambiente por 2 horas e fixadas durante 1 minuto em soluções de etanol 70%, 90% e 100% 

respectivamente. Este tipo de marcação permitiu a visualização de uma matriz extracelular rica 

em proteoglicanos. 

 

3.6. Imunocitoquímica e Microscopia confocal 

As células foram cultivadas sobre lamínulas de vidro, lavadas com PBS e fixadas com 

uma solução de paraformaldeído 4% por 10 minutos. Em seguida, foram realizados o bloqueio e 

a permeabilização celular com uma solução 3% de BSA e 0,1% de Triton 100x . Os anticorpos 

primário anti-CD90, anti-CD73 e anti-CD105 foram diluídos para 10 g/mL em solução 1% de 

BSA e incubados com as células, em câmara úmida a 4oC, durante 18 horas. As lamínulas 

foram lavadas com PBS e montadas em lâminas utilizando-se meio para evidência de 

fluorescência (ProLong® Gold com DAPI, da Molecular Probes).  

As lâminas foram analisadas por rastreamento em um laser LSM-510 montado sobre 

um microscópio Axioplan (Zeiss), utilizando a objetiva de 40x em óleo de imersão. Em todos os 

experimentos foram realizados controles negativos, somente com anticorpo secundário, os quais 

não apresentaram fluorescência. 
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3.7. Extração do RNA total para estudo de fatores 

imunomoduladores e neur tróficos 

As células-tronco mesenquimais foram retiradas durante a cultura celular, submetidas a 

extração de RNA com o kit Mini RNA Isolation (GE Healthcare TM). A quantificação do RNA 

obtido foi realizada através da leitura da densidade óptica (DO) em espectofotômetro (Nano 

Drop Spectrophotometer, ND-1000 ®) com comprimento de onda equivalente a 260 nm, 

considerando que 1 DO a 260 nm equivale a 40 µg/mL de RNA. A relação entre as leituras 

realizadas a 260 e 280 nm foi utilizada como parâmetro na estimativa do grau de contaminação 

do RNA por proteínas, e este normalmente variou entre 1,6 e 1,8. 

 

3.7.1. Tratamento do RNA total com DNAse I 

 Com o objetivo de eliminar uma possíveis contaminações do RNA com DNA 

genômico, o RNA total foi tratado com DNAse livre de RNAse 1 U/µL (Life Techologies), 

utilizando-se 1 U da enzima para tratar 5 µg de RNA por 15 minutos à temperatura ambiente. A 

reação foi interrompida pela adição de uma solução de EDTA com concentração final de 2 mM. 

A enzima foi inativada por uma incubação de 10 minutos a 65ºC.  

 

3.7.2. Transcrição em cDNA  

As amostras de RNA total, contendo 5 µg de RNA e tratadas com DNAse I, foram 

transcritas reversamente em cDNA (híbrido RNA-cDNA) em uma reação de volume final de 20 

µL (Life Techologies). A reação foi iniciada adicionando aos 5 µg de RNA tratado 1 µL de 

oligonucleotídeo (dT) 500 µg/mL e 1µL da mistura (10 mM) de cada desoxinucleotídeo 

trifosfato (dATP, dCTP, dTTP, dGTP). Essa mistura foi aquecida por 5 minutos a 65ºC, e, em 

seguida, incubada no gelo. Adicionou-se, então, 4 µL do tampão de reação 5x, contendo 250 

mM Tris-HCl (pH 8,3), 375 mM KCl, 15 mM MgCl2 e 0,1 M DTT, e 200 U enzima 

transcriptase reversa SuperScript II, que catalisa a reação de extensão da fita complementar. 

Essa mistura foi incubada por 50 minutos à 42ºC. A seguir, foi feita a desnaturação da reação 

por 15 minutos a 70ºC e finalmente foram adicionadas 40 unidades de Rnase H e a solução 

incubada por 20 minutos a 37ºC. As amostras de cDNA foram quantificadas através de  

espectrofotometria (Nano Drop Spectrophotometer (ND-1000 ®) com comprimento de onda 

equivalente a 260 nm. 
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Com o objetivo de evitar amplificação de possível DNA contaminante presente nas 

amostras, os iniciadores da fita sense e anti-sense foram desenhados em éxons diferentes sempre 

que possível. Para a delimitação de éxons e íntrons utilizou-se o progama BLAT 

(http://genome.csdb.cn/cgi-bin/hgBlat). 

Todos os pares de oligos iniciadores desenhados foram então analisados com o 

programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para certificação de que eles não 

amplificariam produtos inespecíficos. As sequências dos iniciadores utilizados neste estudo 

estão listadas na Tabela 2. 

Tabela 2. Sequência de iniciadores desenhados para avaliação dos fatores e citocinas 

liberados pelas AT-MSC. 

Gene Sequencia 
BDNF sense: 5' GGGCAAACACTGCATGTCTCTGGT 3' 

anti-sense: 5' TCCAGGCCATTCTGCAGGGTCA 3' 
GDNF sense: 5' CGCCCTTCGCGCTGAGCA 3' 

anti-sense: 5' 
CGCTCTCTTCTAGGAAGCACTGCCA 3' 

TGF-β1 sense: 5' GCGTGCTAATGGTGGAAACC 3' 
anti-sense: 5' GCTTCTCGGAGCTCTGATGTG 3' 

HGF sense: 5' TGACTCCGAACAGGATTCTTTCA 3' 
anti-sense: 5' GCAGGGCTGGCAGGAGTT 3' 

IDO1 sense: 5' TTGGAGAAAGCCCTTCAAGTG 3' 
anti-sense: 5' TGCCTT TCCAGCCAGACA A 3' 

IL-10 sense: 5' GCTGAGAACCAAGACCCAGA 3' 
anti-sense: 5' AAATCGATGACAGCGCGGT 3' 

Nestina sense:  5' TCC CCCATTTACATGCTGTGA 3' 
anti-sense: 5' TGGCTCAGAGGAAGAGTCTGA 3' 

Β2-Microglobulina sense: 5' ATGTCTCGCTCCGTGGCCTTAGCT 3' 
anti-sense: 5' 

CCTCCATGATGCTGCTTACATGTC 3' 

 

3.8. Ensaio de proliferação de Linfocito T submetidos a estimulo 

especifico 

Os ratos foram imunizados por via subcutânea com 50 µg da proteína básica de mielina 

(MBP- myelin basic protein) em 100μl de PBS por animal, em emulsão com igual volume de 

Adjuvante Completo de Freund enriquecido com 300μg Mycobacterium tuberculosis H37RA 

(Difco, Detroit, MI, USA), inoculado nas patas traseiras. Os animais imunizados com neuro-

antígeno tiveram os linfonodos poplíteos e inguinais removidos. A concentração celular foi 

ajustada para 2x105 por poço em placa de 96 poços e cultivadas com RPMI 1% soro de rato e 

1% gentamicina e 10ug/ml de MBP por 2 dias e meio, na presença do neuro-antígeno. Após 
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Todos os animais analisados tiveram as raízes nervosas ventrais na região da 

intumescência lombar do lado direito avulsionadas (n=5/grupo). O lado não avulsionado de cada 

animal foi utilizado como controle para a análise dos resultados. Os seguintes grupos 

experimentais foram constituídos: 

i. Avulsão de raízes motoras 

ii. Avulsão de raízes motoras e injeção de PBS 

 

3.10.1. Comitê de ética  

Os experimentos foram conduzidos seguindo-se as normas de ética em experimentação 

animal, tendo sido aprovado pela Comissão de Ética na Experimentação Animal – CEEA – IB – 

Unicamp, protocolo número 2543-1. 

 

3.10.2. Avulsão das raízes motoras 

Os animais foram anestesiados (60mg/Kg de quetamina e 10mg/Kg de xilasina) e 

tricotomizados. Com o auxilio de uma lupa cirúrgica, foi feita uma incisão paramediana dorsal. 

A musculatura eretora da coluna vertebral foi então removida para a exposição das vértebras 

torácicas. Foi feita a laminectomia de aproximadamente três vértebras para que a intumescência 

lombar fosse exposta. A dura máter foi seccionada longitudinalmente e as raízes dorsais e 

ventrais localizadas e identificadas. O procedimento de avulsão foi realizado nas raízes nervosas 

ventrais do lado direito com o auxílio de uma pinça tipo relojoeiro (nº 4), sendo três raízes 

avulsionadas (L4, L5 e L6). Encerrados os procedimentos cirúrgicos, a musculatura e a pele 

foram suturadas e os animais mantidos em biotério por um período de 2 semanas. 

 

3.10.3. Transplante e rastreamento das células tronco 

mesenquimais 

As CTM foram colocadas diretamente no funículo lateral do lado lesionado (ipsilateral) 

nos segmentos L4, L5 e L6 da medula espinal com o auxílio de uma pipeta Pasteur de espessura 

capilar acoplada a uma seringa de Hamilton instantes após a avulsão das raízes ventrais. Foram 

injetadas 3x105 células distribuídas em três pontos eqüidistantes ao longo dos segmentos 

lesionados. Para as análises da plasticidade sináptica, da astrogliose reativa e microgliose, as 
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AT-MSC foram marcadas momentos antes do transplante com Qtracker 655 (Invitrogen), um 

marcador fluorescente estável. 

3.10.4. Sacrifício dos animais e processamento dos espécimes 

Todos os animais foram anestesiados (60mg/Kg de quetamina e 10mg/Kg de xilasina) e 

submetidos à toracotomia e perfusão trans-cardíaca (n=5 animais para cada grupo experimental) 

com o auxílio de uma bomba peristáltica e solução salina tamponada, tendo o objetivo de 

reduzir a contaminação do tecido com sangue. Para ambos os estudos, grupos de animais foram 

sacrificados duas semanas após o procedimento cirúrgico. 

 

3.10.5. Estudo da sobrevivência neuronal e para 

imunohistoquímica 

Após perfusão com salina tamponada, os animais já sacrificados foram perfundidos com 

formaldeído a 4% em tampão fosfato de sódio 0,1M; pH 7,38. O conjunto contendo a 

intumescência lombar e raízes nervosas foi dissecado e imerso na mesma solução fixadora por 

12 horas e, posteriormente, criopreservados. Os espécimes foram incluídos em meio de 

congelamento (Tissue Tek - Miles Inc., USA) e congelados a –37oC. Cortes histológicos com 

12μm de espessura foram obtidos em criostato (Mícron M505) e posteriormente analisados.  

 

3.10.6. Sobrevivência neuronal 

Cortes congelados alternados de cada espécime foram corados por cresil violeta, 

marcação especifica de DNA e portanto marca o núcleo dos neurônios. A contagem dos 

motoneurônios foi feita no núcleo motor lateral do corno anterior da medula espinal do lado 

ipsilateral (lesionado) e contralateral (não lesionado) em vinte secções, ao longo da 

intumescência lombar, sendo o intervalo entre eles de 48μm. Apenas as células com núcleo 

visíveis foram contadas. Para corrigir contagens duplas de neurônios devido ao fato de um 

mesmo núcleo poder estar presente em duas secções, foi utilizada a fórmula de Abercrombie 

(Abercrombie & Johnson, 1946):  

N=nt/(t+d) 

onde N é o valor corrigido de neurônios, n é o número de células contadas, t é a espessura entre 

uma secção e outra (48 μm) e d é o diâmetro médio do núcleo (20μm). O diâmetro médio do 

núcleo foi calculado a partir de 30 neurônios distribuídos aleatoriamente em 3 secções 
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representativas diferentes ao longo da intumescência lombar. A porcentagem de sobrevivência 

neuronal foi determinada, sendo esta definida como a razão percentual entre o número de 

motoneurônios ipsilateral e contralateral para cada grupo. 

 

3.10.7. Imunofluorescência 

Cada lâmina foi lavada com PBS por 5 minutos para retirada do meio de congelamento. 

O bloqueio dos sítios inespecíficos foi feito por uma hora com solução contendo 3% de BSA e 

0,25% de Triton-X 100. Posteriormente, as lâminas foram incubadas em uma solução contendo 

1% de BSA, 0,1% de Triton-X 100 e o anticorpo primário por 18 horas (over-night) a 4 0C. 

Após esta incubação, as lâminas foram lavadas três vezes com PBS 0,1M (5 minutos cada 

lavagem) e incubadas com o anticorpo secundário adequado por 1 hora à temperatura ambiente 

e ao abrigo da luz. As lâminas foram lavadas 3 vezes com PBS 0,1M (5 minutos cada lavagem). 

As análises foram feitas por microscopia de fluorescência e as duplas marcações foram feitas 

pela sobreposição de imagens individuais obtidas no canal específico de cada fluorocromo.  

As análises imunohistoquímicas foram feitas com os objetivos de: 

a) Detectar e quantificar a cobertura sináptica: foi utilizado o anticorpo primário 

antisinaptofisina (1:200, Dako), sendo esta proteína encontrada no interior de todos os terminais 

sinápticos ativos. O anticorpo primário foi detectado através de um conjugado a cianina-2 (Cy-

2, 1:250, Jackson). Análise realizada 2 e 6 semanas póstransplante  

b) Detectar e quantificar a astrogliose reativa: foi utilizado o anticorpo primário anti-

GFAP (1:100, Abcam), sendo que esta proteína tem sua expressão aumentada após inúmeros 

tipos de lesões do SN. O anticorpo primário foi detectado através de um secundário conjugado a 

Alexa 488 (1:400, Molecular Probes). Análise realizada duas semanas pós-transplante. 

c) Detectar e quantificar a microgliose reativa: foi utilizado o anticorpo primário anti- 

anti-Iba-1 (1:600, Wako), sendo que esta proteína tem sua expressão aumentada após inúmeros 

tipos de lesões do SN. O anticorpo primário foi detectado através de um secundário conjugado a 

Alexa 488 (1:400, Molecular Probes). Análise realizada duas semanas pós-transplante. 

c) Detectar ação de Linfócitos T CD3: foi utilizado o anticorpo anti-CD3 PE (1:200, 

Santa Cruz), já que sua presença em tecidos inflamados é descrita na literatura. Análise foi 

realizada duas semanas pós-transplante e n=3. 
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As fotos de cada lâmina foram realizadas no Microscópio de varredura à laser confocal 

da Zeiss ( LSM-510). Foram feitas analises utilizando o software LSM Image Examiner 

Software Release 3.2 para analise de intensidade de pixel. 

 

3.10.8. Análise quantitativa da cobertura sináptica, da 

astrogliose reativa e microgliose reativa detectadas pela imunohistoquímica 

Para a quantificação, foram selecionadas três a quatro imagens representativas do lado 

ipsilateral e três a quatro imagens do lado contralateral à lesão de cada animal de todos os 

grupos. A densidade integrada de pixels, que representa a intensidade da imunomarcação das 

proteínas foi medida na imagem inteira, de acordo com De Freria e colegas (2012), utilizando-se 

o software IMAGEJ (versão 1.33u, National Institutes of Health, USA). A proporção de 

densidade integrada de pixels (lado ipsilateral/lado contralateral) foi calculada para cada animal 

e então estabelecida a média das proporções para cada grupo ± desvio padrão. 

Também foi realizada análise de intensidade de pixel das fotos pelo software LSM 

Image Examiner Software Release 3.2. 

 

3.10.9. Análise estatística 

Os resultados numéricos foram submetidos à análise estatística descritiva e de variância. 

Para a comparação desses valores entre os grupos experimentais foi utilizado o teste U de Mann 

Whitney para dados não-paramétricos com nível de significância de p<0,05(*), p<0,01 (**) e 

p<0,001 (***). 
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4. Resultados 
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4.1. Caracterização das células mesenquimais obtidas de tecido 

adiposo (AT-MSC) 

 Para a obtenção de células-tronco mesenquimais do tecido adiposo foi 

necessário padronizar o método de separação celular, expansão e caracterização destas células. 

Em análise de proliferação com BrdU (resultado não demonstrado),  observou-se que as células 

obtidas de pacientes obesos apresentava uma taxa de proliferação bem  menor (passagem celular 

a cada 10-14 dias) do que as de pacientes não obesos (a cada 4-7 dias). Desta forma, todos os 

pacientes obesos e ex-obesos foram excluídos do estudo. 

Após os procedimentos de digestão por colagenase e centrifugação, as células foram 

colocadas em cultura (DMEN/10%.SFB). Observou-se uma diversidade de populações celulares 

com predominância de hemácias e células pequenas, arredondadas, não aderidas ao frasco de 

cultivo. Nos três dias posteriores, realizou-se a lavagem da cultura com PBS com a finalidade de 

manter as células aderidas (primeira característica da população de células-tronco 

mesenquimais). A partir do terceiro dia, já era possível observar células aderidas na placa de 

cultura com morfologia fusiforme semelhante a de fibroblasto.  

 

4.1.1. Morfologia e aderência das AT-MSC em placa de cultura 

Na terceira passagem, foi possível observar uma população homogênea com morfologia 

fibroblástica, citoplasma extenso e achatado e prolongamentos não ramificados (figura 18A). 

Essas células expressam, em suas membranas e em seu citoplasma, marcadores de células-

tronco mesenquimais (CD105, CD90 e CD73), confirmados pela análise de microscopia de 

fluorescência(figura 18 B,C e D). A expressão de CD90 foi confirmada na membrana celular e 

em vesículas citoplasmáticas, enquanto CD105 e CD73 estavam expressos na superfície celular. 

As células mantiveram seu fenótipo estável mesmo até 10 passagens em cultura (resultado não 

demonstrado). 
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4.1.3. Capacidade de diferenciação das AT-MSC em linhagens 

mesodérmicas 

O ultimo atributo fundamental para definir a população de células-tronco mesenquimal 

é a capacidade de diferenciação em pelo menos 3 tipos celulares mesodermais ou verificação da 

multipotência. Para isso, protocolos de diferenciação foram padronizados no laboratório e foram 

realizados após a caracterização por citometria de fluxo. 

 

4.1.3.1. Diferenciação Osteogênica 

O processo de diferenciação das células-tronco mesenquimais para a linhagem 

osteogênica foi evidenciado com a coloração Alzarin Red S que cora em vermelho os depósitos 

de cálcio e outros minerais. Como podemos observar na Figura 20B, encontram-se regiões 

avermelhadas em volta das células diferenciadas, as quais supõem-se que sejam depósitos de 

minerais provenientes da formação de uma matriz extracelular mineralizada, semelhante a do 

tecido ósseo. Outra característica marcante é a mudança de morfologia, pois as células 

fibroblásticas alteram seu formato para células alongadas e alinhadas, recobrindo toda placa de 

cultura e em alguns lugares formando aglomerados celulares. 

 

4.1.3.2. Diferenciação Adipogênica 

Após a diferenciação adipogênica, as células-tronco mesenquimais apresentaram 

coloração vermelha citoplasmática em pequenas vesículas quando submetidas à coloração com 

Oil Red. A propriedade desse corante de interagir com lipídeos e triglicerídeos neutros mostra 

uma coloração vermelha que evidencia o acúmulo dessas substâncias em vesículas 

citoplasmáticas das células diferenciadas. Como podemos observar na Figura 20C as células-

tronco mesenquimais perderam sua morfologia fibroblástica e adquiriram uma morfologia 

redonda e com inúmeras vesículas, caracterizando o acúmulo de lipídeos. 

 

4.1.3.3. Diferenciação Condrogênica 

Após três semanas, as células-tronco mesenquimais induzidas para diferenciação 

condrogênica foram coradas com Alcian blue (Figura 20D). As células apresentaram expansão 

no tamanho celular com significativo aumento do citoplasma, tornando-se arredondadas e 

achatadas. É possível observar uma coloração celular azulada devido à interação do corante com 

as glicosaminoglicanas expressas durante a diferenciação. 
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4.2.2. Efeito imunossupressor das AT-MSC no modelo animal 

Para analisar a capacidade das AT-MSC humanas atuarem no sistema animal, o 

experimento foi realizado com o objetivo de comprovar o experimento in vitro de proliferação 

de linfócito T e verificar se na região inflamada (lesão) há a presença de linfócito T, através de 

imunohistoquímica realizada com o anticorpo CD3.  Verificou-se que a marcação de CD3 na 

região medular inflamada do rato é fracamente positiva em animais tratados com AT-

MSC(Figura 25A). Contudo, em animais não tratados, observou-se que a marcação de CD3 está 

presente praticamente em toda a região ventral da medula, demonstrando que há a presença de 

Linf T na região afetada(figura 25B). Desta forma, as AT-MSC estão agindo no sistema 

imunológico do animal de forma supressora.  

 

 





75 

 

 

ipsilateral e contralateral para o período de sobrevida (duas semanas após a avulsão) (figura 7 – 

Azul de Cresil Violeta). 

Não houve diferenças estatísticas no número absoluto de motoneurônios no lado 

contralateral(Figura 26C-D) à lesão nas diferentes condições experimentais (tratado 13,31 ± 

1,74; não tratado 13,56 ± 2,38; valores médios absolutos por corte ± DP). Desta maneira, foi 

possível expressar a porcentagem de sobrevivência neuronal em relação ao lado contralateral 

nas diferentes situações experimentais. 

Após duas semanas, há intensa degeneração dos motoneurônios lesados no núcleo 

motor dos animais dos grupos não tratados(figura 26B). Observou-se neurônios remanescentes 

picnóticos e com intensa cromatólise. Contudo, há a presença de vários neurônios no núcleo 

motor do grupo tratado. Há um número estatisticamente maior de neurônios sobreviventes, com 

sinais mais brandos de cromatólise (Figura 26A). Apesar do número de motoneurônios 

encontrado no lado ipsilateral ser menor que no lado contralateral, este número foi 

aproximadamente 50% maior que o número de neurônios encontrados no grupo não tratado. 

Calculou-se então a razão percentual entre o número de motoneurônios presentes no lado 

ipsilateral e contralateral, obtendo-se os seguintes resultados: tratado 56,25% ± 8,04; não tratado 

36,66% ± 4,83 (média ± DP); p=0,0079. (Figura 26E). 
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4.2.4. Efeitos das AT-MSC na atividade sináptica 

Para avaliar as alterações na atividade sináptica após avulsão das raízes motoras e o 

tratamento com AT-MSC, foi feita uma análise imunohistoquímica da presença da proteína 

sinaptofisina no núcleo motor lateral da coluna ventral da medula espinal, duas semanas após a 

lesão. Há similaridade entre os lados contralaterais à lesão para a marcação com sinaptofisina 

em ambos os tempos analisados (figura 27 C e D). A marcação adjacente à superfície celular 

dos grandes motoneurônios que compõem o núcleo motor é bem definida. Há uma intensa 

reatividade nesta área, a qual é atribuída ao grande número de botões pré-sinápticos aos 

motoneurônios alfa (figura 27 G e H). Pela análise de intensidade de pixel, é possível confirmar 

que há integridade dos botões pré-sinápticos ao redor dos motoneurônios(figura 27 K e L).  

Em contraste ao lado contralateral, a intensidade da expressão da sinaptofisina foi 

drasticamente reduzida na superfície dos motoneurônios axotomizados dos animais tratados e 

não tratados, indicando uma grande diminuição dos terminais em aposição a estes neurônios 

(figura 27 A e B). Também foi observada uma grande diferença na expressão de sinaptofisina 

entre o grupo tratado(Figura 27E) e o grupo não tratado(figura 27F). Nota-se que os neurônios 

avulsionados e tratados com as células tronco apresentaram menor redução de terminais em 

aposição ao corpo celular, resultado de uma possível diminuição do processo de eliminação 

sináptica. A análise pelo software revela que, no grupo tratado, há uma queda da integridade dos 

botões pré-sinápticos ao redor do motoneurônio, representado por ausência de marcação de 

sinaptofisina, embora haja regiões na superfície do neurônio em que elas estão 

preservadas(figura 27I). Diferentemente, ao redor dos motoneurônios dos animais não tratados 

não existe área preservada(figura 27J).  

A avaliação quantitativa foi calculada pela média das razões da densidade integrada de 

pixels entre os lados ipsi e contralateal de cada grupo após duas semanas e representada por 

gráfico (figura 28). Quanto mais próximo a razão for de 1(um), maior proximidade da 

reatividade basal do lado contralateral, o que significa que existe maior quantidade de visiculas 

sinapticas ao redor do corpo neuronal. Desta forma, o grupo tratado (Rt) apresentou razão de 

Rt= 0,772± 0,200 e o grupo não tratado(Rn),  Rn=0,507 ±0,0,143. A diferença entre os grupos 

foi significativa (p=0,0015). 
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Figura 28. Representação gráfica da quantificação de fluorescência de sinaptofisina. A 

proximidade da razão com o numero 1 representa maior presença de vesículas sinápticas. Desta 

forma, o grupo tratado apresenta maior preservação das vesículas sinápticas ao redor do corpo 

neuronal, enquanto que no grupo não tratado há redução dessas vesículas. A diferença é 

significativa (p=0,0015). 

 

4.2.5. Efeito das AT-MSC na astrogliose reativa 

A avaliação de astrogliose reativa foi realizada por meio de marcação com GFAP após 

duas semanas da lesão. Existe uma reatividade basal no lado contralateral de ambos os grupos 

representada pela presença de processos astrocitários GFAP-positivo ao redor dos corpos 

celulares dos motoneurônios(figura 28 C,D). Na região afetada pela lesão de ambos os grupos, 

observa-se maior atividade de astrocitos GFAP positivos. No entanto, quando os grupos são 

comparados entre si, observa-se que a intensidade de astrogliose reativa é menor no grupo 

tratado (figura 28A) do que no grupo não tratado (figura 28C).  A análise por intensidade de 

pixel representa graficamente a similaridade na intensidade de marcação de GFAP de ambos os 

lados contralaterais (figura 28 F, H) e ressalta a diferença entre os lados afetados pela lesão do 

grupo tratado (figura 28E) e do não tratado (figura 28G). 

A avaliação quantitativa foi calculada pela média das razões da densidade integrada de 

pixels entre os lados ipsi e contralateal de cada grupo após duas semanas e representada por 

gráfico (figura 29). Quanto mais próximo a razão for de 1(um), maior proximidade da 

reatividade basal do lado contralateral. Desta forma, o grupo tratado (Rt) apresentou razão de 

Rt= 1,227± 0,223 e o grupo não tratado(Rn),  Rn=1,870±0,345. A diferença entre os grupos foi 

significativa (p=0,0004). 
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Figura 30. Representação gráfica da quantificação da astrogliose reativa duas semanas 

após a lesão. A proximidade da razão com o numero 1 representa menor atividade astrocitária. 

Desta forma, observa-se que há diferença significativa entre os grupos tratado e não tratado 

(p=0,0004), na qual a astrogliose reativa é mais intensa no grupo não tratado.  

 

4.2.6. Avaliação da ativação microglial 

A ativação microglial foi avaliada por meio de marcação com IBA-1 após duas semanas 

da lesão. Existe atividade da microglia no lado contralateral de ambos os grupos em condições 

normais (Figura 30 B, D). Na região afetada pela lesão de ambos os grupos, observa-se aumento 

de atividade da microglia. No entanto, quando os grupos são comparados entre si, a intensidade 

da atividade microglial é mais intensa no grupo não tratado (figura 30C) do que no grupo 

tratado (figura 30A).  A análise por intensidade de pixel representa graficamente a similaridade 

da atividade microglial de ambos os lados contralaterais (figura 30 F, H) e ressalta a diferença 

entre os lados afetados pela lesão do grupo tratado (figura 30E) e do não tratado (figura 30G). 

A avaliação quantitativa foi calculada pela média das razões da densidade integrada de 

pixels entre os lados ipsi e contralateral de cada grupo, após duas semanas e representada por 

gráfico (figura 31). Quanto mais próximo a razão for de 1(um), maior a atividade microglial na 

região lesionada. Desta forma, o grupo tratado (Rt) apresentou razão de Rt=2,697 ± 1,623 e o 

grupo não tratado  (Rn),  Rn=5,094 ± 1,633. A diferença entre os grupos foi significativa 

(p=0,0032). 
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Figura 32. Representação gráfica da quantificação da ativação microglial duas semanas 

após a lesão. A proximidade da razão com o numero 1 representa menor ativação microglial. Há 

diferença significativa entre os grupos (p=0,0032), na qual a ativação microglial é menos 

intensa no grupo tratado do que no grupo não tratado.  
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5. Discussão 
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No presente trabalho, o protocolo de extração e seleção de células mesenquimais 

obtidas de tecido adiposo humano foi realizado e padronizado, seguindo os critérios 

estabelecidos pelo Comitê de Células Tronco Mesenquimal da Sociedade Internacional para 

Terapia Celular[62] e utilizadas no modelo animal de avulsão da raiz ventral medular. As 

células mesenquimais(AT-MSC) foram extraídas de lipoaspirado de doadores do Hospital das 

Clinicas da Unicamp. O tecido foi tratado por digestão enzimática com colagenase e as células 

obtidas foram submetidas à cultura celular por 3-4 passagens, quando a sua caracterização foi 

realizada. As AT-MSC eram aderentes em plásticos, expressaram marcadores CD90, CD73, 

CD105 e CD29, não apresentaram marcadores CD34, CD45 e HLA-DR e foram capazes de 

diferenciação em 3 linhagens celulares(adipócito, osteócito e condrócito). Além disso, 

apresentavam transcritos de fatores neurotróficos (BDNF e GDNF) e imunossupressores (TGF-

β1, HGF, IDO1 e IL-10). Também foi possível verificar in vitro, a capacidade imunossupressora 

das AT-MSC sobre a proliferação de linfócitos T. A marcação por Qtracker, para posterior 

rastreamento in vivo, ficou presente por ate 15 dias ou 4 passagens. 

No modelo animal, as AT-MSC humanas foram identificadas no tecido nervoso ao fim 

do período experimental (14 dias) por microscopia de fluorescência. Estes resultados indicaram 

que as células humanas permaneceram viáveis por até 14 dias e, portanto, não foram mortas 

pelo sistema imunológico do animal. Comparado com os animais não tratados, foi possível 

observar que nos animais tratados houve maior sobrevivência de motoneurônios e, nestes, 

houve maior preservação das vesículas sinápticas, mostrando que as AT-MSC tiveram ação 

neuroprotetora . Também se observou que nos animais enxertados com as AT-MSCs, houve 

uma redução de linfócitos T e de duas populações gliais (astroglia e micróglia), sugerindo que 

houve efeito das AT-MSC no sistema imunológico do animal. 

A utilização do tecido adiposo como fonte de células-tronco mesenquimais é vantajosa 

e o uso de AT-MSC autólogas, como material de pesquisa e para terapia celular, é possível, 

segura e eficaz em estudos pré-clínicos [266, 267].   

Os efeitos das AT-MSC em terapia celular têm se mostrado muito benéficos nos 

diversos modelos, embora seus efeitos positivos sejam mais em função dos produzidos pelas 

AT-MSC do que pela capacidade de diferenciação em outras linhagens celulares[268], assim 

como as células mesenquimais de medula óssea[269].  

O efeito imunomodulador das AT-MSC é a ação mais discutida, embora a capacidade 

das células em secretar fatores de crescimento contribua fundamentalmente para a regeneração 

do tecido, ora estimulando células-tronco da área afetada a diferenciar-se em progenitoras[124], 

ora ajudando na sobrevivência celular do tecido lesionado[130]. Também descreve-se na 
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literatura a fusão entre células do tecido e as MSC como forma de ação no processo 

regenerativo[270]. Contudo, ainda não foi comprovado que o transplante de MSC induza a sua 

própria diferenciação in vivo em células do tecido lesionado e nem que essa diferenciação 

resulte em funcionalidade absoluta.  

Estudos recentes sugerem a viabilidade do transplante de células tronco para o 

tratamento de doenças e lesões no SNC[271-273]. Neste contexto, o presente trabalho propôs o 

uso de AT-MSC humanas no tratamento de ratos submetidos a avulsão de raízes motoras.  

Revisão de protocolos de outras pesquisas, cujo o foco foi xenotransplante de células-

tronco, mostrou mais de 100 estudos pré-clínicos que utilizaram AT-MSC isoladas de seres 

humanos em receptores animais imunocompetentes (rato, camundongo , coelho e cão) sem a 

utilização de imunossupressores. As doenças-alvo eram variadas, mas todos (exceto um estudo 

em que as células AT-MSC diferenciadas morreram nos primeiros dias) mostraram melhorias 

significativas após xenotransplante AT-MSC. É importante ressaltar que as células humanas 

tiveram algum tipo de ação em 7 espécies[259, 260]. Estes estudos condicionaram a presença 

das MSCs em animais ao fato destas células terem baixa expressão de MHC-II e possuírem 

conhecida capacidade imunossupressora.  

No presente estudo, as AT-MSC humanas no modelo de avulsão sobreviveram por pelo 

menos 14 dias na área lesionada. A ausência de antígeno de superfície HLA-DR nas AT-MSC 

somada à capacidade de expressar transcritos imunossupressores como TGF-β1, HGF, IDO1 e 

IL-10 indicam que as células AT-MSC podem ter sobrevivido em função da ação destes fatores.  

Além disso, o ensaio de proliferação de linfócito T foi realizado em cultura com ou sem AT-

MSC e células T estimuladas por processo especifico (proliferação na presença de epítopos da 

bainha de mielina) demonstrou que as células humanas reduziram a proliferação de linfócitos T, 

numa relação inversamente proporcional. Ou seja, quanto maior a concentração de células AT-

MSC, menor a proliferação de células T. O ensaio de imunohistologia da secção transversal da 

medula espinal de rato com anticorpo anti-CD3(rato) demonstrou qualitativamente uma redução 

da presença de Linfócitos T nos animais tratados com AT-MSC. Os resultados sugerem que as 

células não possuem uma ação localizada, mas abrange todo o sitio de lesão. 

Há vários estudos que indicam que as AT-MSC modulam negativamente o sistema 

imune[274]. Em estudo realizado em modelo de esclerose múltipla (doença autoimune com 

encefalomielite) utilizando transplante alogênico de AT-MSC de camundongo, Constantin e 

colaboradores observaram que a administração dessas células em fase pré-clínica da doença teve 

efeito anti-proliferativo dos linfócitos T[124]. Em outra doença autoimune, o diabetes tipo 1,  as 

células T inflamatórias, num processo mediado pelas células Th1 CD4+ efetoras e por citocinas 
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pro-inflamatórias (Interferon-IFN-γ, Interleucina 2 -IL-2 e fatores de necrose tumoral-TNFα), 

causam a destruição das células β (produtoras de insulina) na ilha pancreática. O tratamento 

com MSC induziu a proliferação de células T regulatórias, reduzindo a ação das células Th1 e 

as citocinas pro-inflamatórias, enquanto houve aumento das citocinas anti-inflamatórias no 

microambiente ao final do tratamento de 35 dias[275]. Peng e colegas realizaram experimento 

com células AT-MSC e células dendríticas submetidas à co-cultura com células T CD4+. O 

estudo demonstrou que moléculas co-estimulatórias foram suprimidas (IL-12 e TNFα), houve 

aumento da expressão de IDO1 das dendríticas e as células dendríticas inibiram a ativação de 

Células T CD4+, confirmando o efeito imunossupressor das AT-MSC. Desta forma, estes 

estudos corroboram os nossos resultados, demonstrando que, apesar de espécie diferente, as AT-

MSC humanas tem ação imunossupressora no modelo animal. 

Conforme descrito anteriormente, as lesões proximais na medula espinal afetam os 

axônios dos motoneurônios e resultam em perda de aproximadamente 80% destas células 

durante as primeiras duas semanas [168, 194, 197]. Os resultados deste estudo mostraram que a 

terapia com AT-MSC humanas manteve um número significativo de motoneurônios nos 

animais tratados (56,25%) quando comparados aos animais sem tratamento (36,66%). A análise 

dos transcritos de AT-MSC mostra também que estas células expressam conhecidos fatores 

neurotróficos, como BDNF e GDNF. A presença das AT-MSC favoreceu a sobrevivência dos 

motoneurônios lesados, uma vez que a relação entre o tempo e a degeneração é bem conhecida 

neste modelo experimental e a maior parte dos motoneurônios havia degenerado após 2 semanas 

nos grupos sem tratamento.  

A desconexão entre o motoneurônio e o alvo muscular durante longo período torna-se 

um fator preponderante para que haja morte neuronal[162]. Neste estudo, a avulsão não foi 

seguida do reimplante das raízes nervosas, o que não possibilitou o desenvolvimento de um 

eventual processo regenerativo nem a recuperação de movimentos da pata do animal. Desta 

forma, estudos futuros deverão ser realizados no sentido de se avaliar o potencial regenerativo 

dos motoneurônios avulsionados, submetidos ao tratamento com AT-MSC e reimplante das 

raízes.  

Um grupo de moléculas essenciais para o crescimento do neurito e consequentemente 

para a sobrevivência dos motoneurônios após uma lesão proximal são os componentes da matriz 

extracelular. No nervo periférico, tem sido atribuído à laminina um importante papel na 

aderência de substratos para o crescimento do axônio. Desta forma, a presença da laminina é um 

fator preponderante para a capacidade regenerativa do neurônio. Interessantemente, ocorre uma 

regulação positiva da produção de receptores (α-6 e α-7) para as lamininas no caso da avulsão 
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de raízes ventrais[276]. Lopatina e colegas, em análise de transcritos, observaram que as AT-

MSCs expressam laminina e sugerem que estas células podem servir como suporte para brotos 

nervosos em crescimento in vivo[277].  

Também foi demonstrado que tratamento da medula espinal pós-lesão com MSC de 

medula óssea de rato resultou em significativa redução da expressão de caspase-3 [278]. Neste 

sentido, o enxerto de AT-MSC na medula poderia contribuir, em parte, para a sobrevivência 

neuronal através da sua ação anti-apoptótica. 

A secreção de fatores neurotroficos pelas AT-MSC pode ter colaborado para a 

neuroproteção após a lesão medular. Embora ainda seja controverso quanto a secreção de 

GDNF, diversos trabalhos descrevem a secreção de fatores neurotróficos pelas AT-MSC[129, 

279, 280]. Apesar do efeito GDNF ser significativamente mais potente do que o BDNF na 

promoção da regeneração axonal motora após secção do nervo tibial em ratos adultos, o 

tratamento combinado de GDNF e BDNF aumentou significativamente o número de 

motoneurônios que regeneraram seus axônios mostrando que, embora a ação neurotrófica destas 

moléculas se realize por vias intracelulares distintas, elas, quando juntas, têm efeitos 

sinérgicos[210]. Neste estudo, o efeito sinérgico dos fatores pode ter ocorrido, uma vez que o 

ensaio de RT-PCR para análise de transcritos de AT-MSC identificou a expressão desses dois 

fatores neurotróficos.  

Em outro estudo, motoneurônios axotomizados foram transfectados com adenovírus e 

passaram a expressar continuadamente BDNF e GDNF. Isso resultava em intenso brotamento 

dos axônios, mas estes não foram capazes de regenerar, porque o crescimento axonal acontecia 

em torno do motoneurônio, ou seja, o axônio não saía do sitio de lesão[281]. Também é 

conhecido que fatores neurotróficos não são capazes de manter a sobrevivência de 

motoneurônios lesados em um animal adulto por longos períodos caso não haja conexão entre o 

corpo celular e o alvo[208]. Portanto o estimulo continuo pode ser maléfico; mas isto não 

acontece com transplante de AT-MSC, porque estas células respondem a estímulos fisiológicos, 

como migrar para áreas lesionadas[282, 283] e controlar a secreção de citocinas de acordo com 

o microambiente. 

Desta forma, a terapia celular com MSC poderia ser a primeira frente de combate na 

lesão, pois permite que os motoneurônios permaneçam vivos por um período de até 14 dias que 

poderia ser crucial para o reimplante da raiz.  

Ainda, MSCs modificadas geneticamente para super-expressar BDNF foram 

transplantados em ratos com oclusão transitória da artéria cerebral média (isquemia cerebral) e 
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causaram melhora na recuperação da isquemia após 7-14 dias e redução do numero de células 

apoptóticas na penumbra isquêmica[284]. Experimento com células modificadas geneticamente 

também foi realizado em modelo de lesão da medula espinal e foi observado que houve 

aumento da sobrevivência neuronal em relação ao grupo com  MSC não modificadas[285], 

sugerindo que as MSCs podem ser parte de uma estratégia alternativa de combinação entre 

terapia gênica e celular. 

A interrupção do contato entre o motoneurônio e as fibras musculares após uma lesão 

resulta na retração de botões sinápticos da superfície da célula axotomizada[188]. Há uma perda 

significativa dos botões sinápticos diminuindo ou mesmo abolindo a transmissão sináptica 

desses neurônios [189, 190], que pode tornar-se permanente se a reinervação do órgão alvo não 

ocorrer[188].  

Neste estudo, observou-se que, além de promover a sobrevivência de motoneurônios 

lesionados, as AT-MSC também contribuiram para a organização dos botões sinápticos.  A 

sinaptofisina é uma glicoproteína de membrana que ocorre em vesículas pré-sinápticas em 

praticamente todos os neurônios do sistema nervoso central que fazem transmissão 

sináptica[286, 287]. Na análise imunohistológica com anticorpos anti-sinaptofisina, observa-se 

claramente que os animais tratados possuem a marcação mais intensa ao redor dos 

motoneurônios, consequência de mais vesículas pré-sinápticas ao redor do corpo celular, 

sugerindo que a estrutura sináptica esta mais preservada nestes motoneurônios do que naqueles 

de animais não tratados. Este resultado decorre da expressão do fator BDNF pelas AT-MSC, o 

que corrobora os resultados de Novikov e colegas, no qual o tratamento com BDNF exógeno 

preveniu o destacamento de sinapses após avulsão e restabeleceu a frequência e a cobertura 

sináptica[288]. 

Além disso, os resultados de imunohistologia realizada com anticorpos específicos para 

populações gliais ativadas  mostram que o tratamento com AT-MSC reduziu significativamente 

a reação astroglial e ativação microglial.  

A interação entre os motoneurônios e o microambiente circunvizinho é de crucial 

importância para a estabilidade sináptica e a homeostase[192, 219]. As células da glia exibem 

uma variedade de funções com destaque nos processos de homeostase neuronal. A astroglia 

participa diretamente do destacamento das sinapses na superfície do motoneurônio. Desta 

forma, a atenuação da astrogliose reativa pode ser um dos mecanismos envolvidos na redução 

da eliminação sináptica. Ainda, a hipertrofia dos processos astrocitários em torno do sítio de 

lesão forma densas fibras que limitam o brotamento do axônio e a regeneração nas margens da 

lesão [289], contribuindo para a formação da cicatriz glial, fundamental para conter o sitio de 



91 

 

 

lesão e manter a homeostase medular [225]. O implante de MSC pode sustentar um crescimento 

axonal após lesões agudas[264] e crônicas[290] no SNC, pois estas células alteram o 

microambiente, permitindo o crescimento dos axônios através da cicatriz glial. Contudo, o 

equilibrio entre fatores inibitórios e estimulatórios, produzidos localmente pelas MSC e pelas 

células residentes, é essencial para que o processo aconteça. Em co-cultura de neurônios e 

astrocitos GFAP+, o crescimento de neurito e a sobrevivência neuronal é significativamente 

menor do que em co-cultura de astrocito GFAP- (não ativado)[291] e já há modelo in vitro para 

estudo de astrogliose reativa[292]. 

Alguns estudos indicam que a atuação de uma subpopulação de microglia (M1) nas 

primeiras duas semanas contribui para o dano tecidual secundário (perda de neurônios e 

desmielinização)[293, 294], justamente por liberar fatores pró-inflamatórios e radicais livres no 

processo de fagocitose. Além disso, elas expressam um proteoglicano, sulfato de condroitina, 

que é potente inibidor de crescimento axonal[295].  Contudo, a fagocitose da mielina e células 

vermelhas do sangue promove mudanças dessas células para um fenótipo anti-inflamatório, 

contribuindo para o início da atividade da subpopulação de micróglia M2. Estas células, muito 

pouco presente no inicio da lesão, expressam altos níveis de IL10 e TGFβ em uma resposta anti-

inflamatória, favorecendo o reparo tecidual. 

Tanto a redução da astrogliose quanto da ativação da micróglia observada neste trabalho 

ocorreu muito provavelmente em função da ação parácrina das AT-MSC. Estudos mostram que 

células da astroglia ativadas foram tratadas com fatores anti-inflamatórios (TGF-β, IL10 e IL4) 

e houve redução na produção dos fatores pro-inflamatórios por elas produzidos, como óxido 

nítrico, TNF-α e IL6[296]. Ao mesmo tempo, a micróglia M1 também é afetada por esses 

fatores[296, 297]. Além disso, a sinalização por TGF-β, presente nas AT-MSCs, é fundamental 

para quiescência das micróglias ativadas[298]. Desta forma, os nossos resultados sugerem que a 

produção dos fatores imunossupressores liberados pelas AT-MSC humanas tenham colaborado 

para a redução de astrogliose reativa e ativação microglial, contribuindo para a sobrevivência 

dos motoneurônios. 

Um ponto a ser investigado é o que acontece com as subpopulações de micróglia. Existe 

uma redução da presença dela que possivelmente é a subpopulação M1, já que ela é o primeiro 

tipo celular a ser ativado. Mas não é possível saber se as AT-MSC podem estimular a atividade 

da subpopulação M2, responsável pelo inicio da regeneração tecidual. Duas questões que 

precisam ser esclarecidas é i)se o microambiente anti-inflamatório gerado pela AT-MSC é 

suficiente para o surgimento da M2 ou se é necessário uma sinalização via M1 e ii) o efeito das 

AT-MSC na reconstrução da barreira hemato-encefálica.  
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Em estudo comparativo com xenotransplante de AT-MSC e BM-MSC em lesão aguda 

da medula espinal na região torácica T9, Zhou e colegas[299] observaram que os dois tipos 

celulares contribuíram para a recuperação do tecido. Contudo, as AT-MSC tiveram uma ação 

neuroprotetora maior que as BM-MSC. Além disso, houve um aumento da angiogenese,  

recuperação axonal, redução da presença de micróglias e aumento de fatores tróficos do tecido. 

O estudo não observou diferenciação das células transplantadas. Desta forma, o estudo sugere 

que as células agem de forma parácrina e os resultados corroboram os resultados do presente 

estudo. 

Diante do exposto, nosso estudo sugere que os benefícios da infusão das AT-MSC no 

reparo tecidual decorreria da ativação de vias de sinalização e interação local com as células 

residentes, promovendo mecanismos reparadores e regenerativos, por meio da síntese de fatores 

neurotróficos e imunossupressores, que parece ser o principal meio de ação das AT-MSC.  

Desta forma, o efeito positivo do implante de AT-MSC asseguraria síntese local de importantes 

fatores sem a necessidade de diferenciar-se. 

Em conclusão, este trabalho uniu avaliação imunológica e funcional das AT-MSC 

humanas em modelo animal. O efeito imunossupressor somado ao efeito neuroprotetor de 

células mesenquimais de tecido adiposo humanas em modelo de avulsão da raiz medular em 

ratos, sugerem que essas células, em condições GMP, poderiam eventualmente ser usadas em 

estudos clínicos de transplante autólogo e alógeno.  
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6. Conclusão 
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As AT-MSC humanas sobrevivem em xenotransplante em ratos, pois têm um potente 

efeito imunossupressor sobre as células T e células do sistema imune do sistema nervoso. 

As AT-MSC expressam fatores neurotróficos que, apesar de espécie diferente, têm 

papel fundamental na sobrevivência de motoneurônios submetidos a avulsão. 

A principal ação das AT-MSCs no modelo de avulsão da raiz ventral da medula espinal 

é o efeito parácrino.  

Ainda é necessário desvendar os efeitos das AT-MSCs na barreira hematoencefálica, 

elucidando se o transplante celular restabelece a homeostase do microambiente medular e a 

forma que ele afeta a ação das micróglias/macrófagos M2, células essenciais para a regeneração 

do tecido nervoso. 

Não foi possível estabelecer o efeito do xenotransplante a longo prazo nem a taxa de 

morte celular dia-a-dia após a lesão e após o transplante. Essa informação é relevante quando se 

pensa em um possível tratamento ou estudo clinico. 

Ainda seguindo essa linha de raciocínio e indo além do estudo, a criação de um banco 

de células mesenquimais pode ser uma proposta interessante a ser analisada para futuro uso 

clinico. 
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