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print length, PL). (Figura adaptada de Sarikcioglu et al., 2009)

Figura 7. Cultura de CTM isoladas da medula 6ssea em quarta passagem. A) Microscopia de
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medula 6ssea. Barra de escala: 25um.
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FSC (tamanho) versus SSC (granulosidade) utilizado para a selecao da populagédo analisada R1. B-l)
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Detalhe ampliado do sitio de injecdo em microscépio de luz. D) Sitio de injecao observado por
microscopia de fluorescéncia. E) Detalhe da substancia branca com CTM vista ao microscopio de

fluorescéncia. Barra de escala: 50pm.

Figura11. Cortes histologicos da coluna anterior da medula espinal corados com cresil violeta.
Efeito neuroprotetor das CTM sobre os motoneurdnios, quatro semanas apos a lesdo. Observa-se a
diminuicdo do numero de motoneurénios, os quais apresentam grande corpo celular e. No grupo
tratado com CTM hé reducédo na perda destes neurdnios. A, B) Lados contra e ipsilateral a lesédo do
grupo esmagamento. C, D) Lados contra e ipsilateral a lesdo do grupo esmagamento + DMEM. E, F)

Lados contra e ipsilateral a lesao do grupo esmagamento + CTM.

Figura 12. Representacao gréafica da porcentagem de sobrevivéncia neuronal, quatro semanas
ap6s o0 esmagamento das raizes motoras. O grupo tratado com CTM significativo aumento
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DMEM, grande redugcdo na imunorreatividade anti- sinaptofisina, indicando uma pequena cobertura
sinaptica nestes neurénios. Contudo, ndo se observam diferencas no padrao da marcagao entre estes
dois grupos. Ja o grupo esmagamento + CTM apresenta menor reducao na expresao de sinaptofisina,
indicando maior cobertura sinaptica nesse grupo em relacdo aos demais. A, B) Lados contra e
ipsilateral a lesdo do grupo esmagamento. C, D) Lados contra e ipsilateral a lesdo do grupo
esmagamento + DMEM. E, F) Lados contra e ipsilateral a lesdo do grupo esmagamento + CTM. Barra

de escala = 50um.

Figura 14. Representagédo grafica da quantificagdo da cobertura sinaptica, quatro semanas
apos a lesdao. Observa-se uma significativa redugcao do processo de eliminagdo sinaptica no grupo

tratado com CTM.

Figura15. Andlise imunoistoquimica da coluna anterior da medula espinal marcada com anti-
sinapsina quatro semanas apos a lesdo. Observa-se nos grupos esmagamento e esmagamento +
DMEM grande redugdo na imunorreatividade para sinapsina, indicando uma pequena cobertura
sinaptica nestes neurénios. Contudo, ndo se observam diferencas no padrao da marcagcao entre estes
dois grupos. Ja o grupo esmagamento + CTM apresenta menor reducao na expressao de sinapsina,
indicando uma maior cobertura sinaptica nesse grupo em relacdo aos demais. A, B) Lados contra e
ipsilateral a lesdao do grupo esmagamento. C, D) Lados contra e ipsilateral a lesdo do grupo
esmagamento + DMEM. E, F) Lados contra e ipsilateral a lesdo do grupo esmagamento + CTM. Barra

de escala = 50um.

Figura 16. Representacédo grafica da quantificagdo da cobertura sinaptica, quatro semanas
apos a lesdao. Observa-se uma significativa redugcao do processo de eliminagdo sinaptica no grupo

tratado com CTM.
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VGLUT1, quatro semanas ap6s a lesdo. Observa-se em todos os grupos, grande reducdo na
expressao de VGLUT1. Nao se observa diferencas no padrao da marcagao entre os trés grupos. A, B)
Lados contra e ipsilateral a lesdo do grupo esmagamento. C, D) Lados contra e ipsilateral a lesdo do
grupo esmagamento + DMEM. E, F) Lados contra e ipsilateral a lesdo do grupo esmagamento + CTM.

Barra de escala = 50um.

Figura 18. Representacdo grafica da quantificacdo da cobertura sinaptica por terminacoes

glutamatérgicas, quatro semanas apoés a lesdo. Nao ha diferenca significativa entre os grupos.

Figura19. Andlise imunoistoquimica da coluna anterior da medula espinal marcada com anti-
GADG65, quatro semanas apos a lesdao. Observa-se maior reducao na expressao de GAD65 no lado
ipsilateral a lesdo nos grupos esmagamento e esmagamento + DMEM, comparado ao grupo
esmagamento + CTM, que apresentou menor reducdo na marcacao. A, B) Lados contra e ipsilateral a
lesdo do grupo esmagamento. C, D) Lados contra e ipsilateral a lesdo do grupo esmagamento +
DMEM. E, F) Lados contra e ipsilateral a lesdo do grupo esmagamento + CTM. Barra de escala =

50pm.

Figura 20. Representacdo grafica da quantificagdo da cobertura sindptica para terminagdes
GABAérgicas, quatro semanas apdés a lesdo. Observa-se uma maior eliminacdo sindptica de
terminac6es GABAérgicas nos grupos esmagamento e esmagamento + DMEM, comparativamente ao

grupo tratado com CTM.

Figura 21. Representacdo grafica da area do nervo isquiatico, 12 semanas apds a leséo.

Observa-se uma menor area no grupo tratado com DMEM, em relagdo ao grupo tratado com CTM.

Figura 22. Numero de fibras mielinicas estimadas para o nervo isquiatico, 12 semanas apdés a
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grupo tratado com CTM.
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grupos experimentais, 12 semanas apos a lesao.
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Figura 25. Distribuigcao de freqliéncia da espessura da bainha de mielina (EBM) nos diferentes
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12 semanas apos a leséao.

Figura 27. Vista panoramica dos nervos observados por microscopia de luz,12 semanas apo6s
a lesdo. E possivel notar ligeira diminuicdo do nimero de fibras mielinicas no grupo tratado com
DMEM em relagdo ao tratado com CTM. Ainda, todos os grupos lesados apresentam maior numero de

axénios com menor didametro e menor mielinizagdo, comparados ao nervo contralateral. Escala: 10um.

Figura 28. Andlise da fungdo motora dos animais 12 semanas apos a lesdo. O comprimento
(A) e largura (B) da pata sdo expressos na forma de razao percentual entre os valores ipsilateral /
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observar diferencga significativa entre os grupos tratados com DMEM e com CTM, na quarta semana,

quanto a largura da pata e indice funcional do nervo fibular.

Figura 29. Analise da fungdo motora dos animais 12 semanas ap6s a lesdo. Representagao

grafica dosvalores da razao ipsi/contralateral, referente a pressdo maxima exercida pela pata.

Figura 30. Analise da fungdo motora dos animais 12 semanas apds a lesdo. Representacao

grafica da razao ipsi/contralateral referente ao comprimento da passada.
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RESUMO

Estudos recentes mostram resultados promissores no tratamento de lesées ao sistema nervoso (SN)
através do implante de células-tronco, atribuindo essa melhora funcional a producao de fatores tréficos
pelas células. Neste trabalho, o efeito neuroprotetor e neurorregenerativo de células-tronco
mesenquimais (CTM) de ratos Lewis-EGFP foi investigado apds o esmagamento das raizes motoras
L4, L5 e L6. Cinco ratas fémeas Lewis foram utilizadas em cada um dos seguintes grupos: G1 -
esmagamento de raizes motoras; G2 - esmagamento de raizes motoras e injecdo de DMEM (Meio de
Eagle modificado pela Dubelco) na interface da substancia branca e cinzenta (funiculo lateral); G3 —
esmagamento de raizes motoras e injecdo de CTM (funiculo lateral). Apdés 4 semanas, a sobrevivéncia
neuronal foi estudada por coloracdo de Nissl, onde se observou, a partir da contagem neuronal,
aumento da sobrevivéncia no grupo tratado com CTM. A técnica de imunoistoquimica foi utilizada para
avaliar a expressao de sinaptofisina, sinapsina, VGLUT1 (Transportador vesicular de glutamato-1) e
GADG65 (Glutamato descarboxilase 65KDa). A expressao de sinaptofisina e sinapsina na superficie dos
motoneurdnios lesionados mostrou uma menor reducdo de inputs em animais tratados com CTM,
sugerindo uma possivel reducdo no processo de eliminacdo sinaptica. Para detectar possiveis
mudangas no equilibrio de inputs excitatorios / inibitérios em aposicdo ao corpo dos neurdnios
motores, os anticorpos VGLUT1 (marcador de terminais glutamatérgicos) e GAD 65 (marcador de
terminais GABAérgicos) foram utilizados. A redugao dos terminais glutamatérgicos foi semelhante em
todos os grupos. Enquanto a reducao de terminais GABAérgicos ocorreu em maior propor¢cao em G1 e
G2, em relacdo ao grupo tratado com CTM. Os dados indicam que CTM podem proteger os neurbénios
contra a excitotoxicidade, resultando em menor perda de células. Com sobrevida de 12 semanas apds
a lesdo, a regeneracao nervosa foi avaliada através da analise morfolégica do nervo isquiatico (area
do nervo, nimero e morfometria de fibras mielinicas) e da recuperagao da funcdo motora (walking

track test). O grupo tratado com DMEM apresentou nervo com menor area e menor numero de fibras
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mielinicas do que o tratado com CTM, porém, o grupo tratado com células obteve resultados
semelhantes ao grupo que sofreu apenas esmagamento. A morfometria revelou fibras com menor
mielinizagao nos trés grupos lesionados, em comparagao ao nervo contralateral a lesao, porém, para
os lados ipsilaterais ndo houve diferenga entre os tratamentos. A funcao motora apresentou-se melhor
no grupo tratado com CTM, quando comparada com o tratado com DMEM, mas ndo em relacdo ao
grupo que sofreu apenas esmagamento. O efeito das CTM na fungdo motora foi agudo, mostrando
eficiéncia de 4 a 6 semanas apds a lesdo. Assim, as CTM mostraram efeito neuroprotetor e
contribuiram para a regeneracgao, porém a forma de administracdo dessas células, através de injecao
diretamente na medula, apesar de resultar num maior nimero de células enxertadas, contribuindo com
a sobrevivéncia dos neurdnios, mostrou-se um problema quando avaliada a regeneragédo e fungao

motora dos animais, indicando a necessidade de desenvolvimento de outras formas de administracao.
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ABSTRACT

Recent studies have shown promising results in the treatment of nervous system injuries through stem
cells implantation, attributing this functional improvement to the production of trophic factors by these
cells. In this study, the neuroprotective and neurorregenerative effects of mesenchymal stem cells
(MSC) from Lewis-EGFP mice was investigated after crushing the motor roots L4, L5 and L6. Five
female rats Lewis were used in each of the following groups: G1 - motor roots crushing; G2 - motor
roots crushing and DMEM (Dulbeco's Modified Eagle Medium) injection in the white/gray matter
interface; G3 - motor roots crushing and MSC injection in the white/gray matter interface. At 4 weeks
after injury, neuronal survival was evaluated by Nissl staining, and revealed, by the neuronal count,
increased survival in the group treated with MSC. The technique of immunohistochemistry was used to
evaluate the expression of synaptophysin, synapsin, VGLUT1 (Vesicular Glutamate Transporter-1) and
GADG65 (Glutamate decarboxylase 65). The expression of synaptophysin and synapsin on the surface
of lesioned motoneurons, showed a smaller decrease of inputs in animals treated with MSC,
suggesting a possible reduction in synaptic elimination process. To detect possible changes in the
balance of excitatory / inhibitory inputs reaching the cell body of the motoneurons, antibodies for
VGLUT1 (marker of glutamatergic terminals) and GAD 65 (marker of GABAergic terminals) were used.
The reduction of glutamatergic terminals was similar in all groups. While the reduction of GABAergic
terminals was in greater extent in G1 and G2 with respect to the group treated with MSC. The data
indicate that MSC can protect neurons against excitotoxicity, resulting in decreased cell loss. With
survival of 12 weeks after the injury, nerve regeneration was assessed by morphological analysis of the
sciatic nerve (nerve size, number and morphology of myelinated fibers) and motor function recovery
(walking track test). The group treated with DMEM showed nerve with smaller area and fewer
myelinated fibers than treated with MSC, however, the group treated with cells was not better than the

group that only suffered crushing. Morphometry revealed fibers with less myelination in the three
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injured groups, compared to the contralateral side, but there was no difference between treatments.
Motor function appeared better in MSC-treated group in comparison to the DMEM-treated, but not in
relation to the group which only suffered crushing. The effect of MSC in motor function was acute,
demonstrating efficiency between 4 to 6 weeks after injury. Thus, the MSC shown to be neuroprotective
and contributed to regeneration, but the form of administration of such cells, by direct injection into

spinal cord, has to be improved or substituted by another method.
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1.Inﬂodugao



1.1 - ORGANIZACAO GERAL DO SISTEMA NERVOSO

Levando-se em consideracado a organizacao dos neurdnios na substancia cinzenta medular, em
1952, Rexed propés a divisdo da mesma em dez laminas. A Iamina IX contém os nucleos motores,
que possuem diferentes dimensdes de acordo com o0 segmento medular, caracterizando o
aparecimento das intumescéncias cervical (inervacado dos membros superiores) e lombar (inervagao

dos membros inferiores), ao longo da medula espinal (Rexed, 1952).

Os motoneur6nios constituem um dos grupos de neurdnios colinérgicos do SNC. Morfoldgica e
funcionalmente, podem ser de dois tipos: motoneurdnios-a que possuem corpo celular com didmetro
de aproximadamente 80-100um, axénio bastante mielinizado e comprimento, no homem, de até 1m,
(diretamente responsaveis pela contragdo muscular — inervagdo extrafusal) e motoneurénios-y, que

inervam fibras musculares intrafusais (Kandel et al., 2000)

Existem trés principais fontes de inputs para motoneurdnios-a: células do ganglio da raiz dorsal,
motoneurdnios superiores provenientes do coértex motor e em maior proporcédo, interneurdnios da

medula espinal (excitatérios ou inibitérios) (Bear et al., 2007).

Nos sulcos lateral anterior e posterior da medula, emergem filamentos radiculares, que se unem
para formar, respectivamente, as raizes ventral e dorsal, que unidas, darao origem a cada nervo
espinal. A raiz ventral € formada por axdnios que se originam em motoneurdnios situados nas colunas
anterior e lateral da medula. Da unido da raiz dorsal sensitiva, com a raiz ventral motora, forma-se o
tronco do nervo espinal, que funcionalmente € misto. Denomina-se campo radicular motor o territério

inervado por uma unica raiz ventral (Machado, 2000).

Os nervos periféricos apresentam axénios mielinicos e amielinicos, dependendo de suas
relagdes com as células de Schwann (CS). Em um ax6nio mielinico, que em geral possui um diametro
maior que 1um, as CS, dispostas sequencialmente, formam ao seu redor uma estrutura tubular
denominada bainha de mielina. As CS vizinhas estdo separadas umas das outras por intervalos
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destituidos de mielina e parcialmente cobertos por digitacoes laterais do seu citoplasma. Estes
espacos sao denominados nodos de Ranvier (Landon e Hall, 1976; Peters et al., 1976). Ja nos axbnios
amielinicos, uma CS, através de projecdes citoplasmaticas, envolve total ou parcialmente entre 5 a 25
axbnios, nao havendo a formagao da bainha de mielina. Ha excegcées em que uma CS envolve um
Unico axénio, o que foi observado no nervo renal de camundongos (Fazan et al., 2002). Dessa forma,
os axOnios amielinicos encontram-se individualmente alocados no interior de sulcos ou canais

formados pelas expansdes do citoplasma das CS (Peters et al., 1976).

O tecido de sustentacdo dos nervos € constituido por uma camada fibrosa mais externa de
tecido conjuntivo denso, 0 epineuro, que reveste 0 nervo e emite septos para seu interior, preenchendo
os espacos entre os feixes de fibras nervosas. Cada um desses feixes é revestido por uma bainha de
varias camadas de células achatadas, justapostas, o perineuro. As células de bainha perineural unem-
se por juncdes oclusivas, constituindo uma barreia a passagem de muitas macromoléculas e
importante mecanismo de defesa contra agentes agressivos. A bainha perineural delimita um espaco
preenchido por axénios, cada um envolvido pela bainha de mielina, com sua lamina basal e um
envoltério conjuntivo constituido principalmente por fibras reticulares sintetizadas pelas células de
Schwann, chamado endoneuro. As bainhas conjuntivas conferem grande resisténcia e certa

elasticidade aos nervos.

O nervo isquiatico do rato se origina dos segmentos espinais L4, L5 e L6. Nenhuma dessas
raizes € exclusiva desse nervo. Da origem a quatro novos ramos, os dois maiores, nervos tibial e
fibular, que suprem os compartimentos posterior da coxa e ventral e dorsal da perna e os nervos sural
e cuténeo. A porcentagem motora no nervo tibial € de 22% e no fibular 31%, os outros ramos nao
apresentam componentes motores. O nervo isquiatico, a meia altura, é composto por
aproximadamente 27.000 axénios, 6% sé&o mielinizados e motores, 23 e 48% sdo axénios sensitivos
mielinicos e amielinicos respectivamente e 23% s&o axbnios simpaticos amielinicos. Este nervo

apresenta cerca de 7.800 fibras mielinicas, do qual 4.500 compdem o nervo tibial e 1.900 o nervo
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fibular. Deste total de 7.800 fibras mielinicas, 1.600 axénios sdo motores, aproximadamente 20%

(Schmalbruch, 1986).

1.2 - DEGENERACAO E REGENERACAO NERVOSA

A fisiopatologia da injuria @ medula espinal pode ser considerada em dois niveis: lesdes
primarias e secundarias. A lesdo primaria ocorre devido ao trauma fisico e mecanico que promove
uma destruicao focal no tecido nervoso. O subsequente disturbio funcional, isquemia, dano vascular,
excitotoxicidade glutamatérgica, stress oxidativo e inflamacao, sao consideradas lesdes secundarias,
que sao as responsaveis pela maior parte da morte celular (neuronal e glial) pés-lesdo. A cicatriz

formada subsequientemente pode ser considerada causa de leséao terciaria (Leal-Filho, 2011).

Os eventos decorrentes da lesdo podem ainda ser agrupados em fase aguda, subaguda e

cronica.

A fase aguda é marcada por congestao vascular, extravasamento sanguineo e necrose celular

(Schwab e Bartholdi, 1996).

Na fase subaguda, uma série de alteragdes ocorre no corpo celular do neurbnio, denominada

cromatélise (Lieberman, 1971). Incluidos neste contexto, estdo o edema do corpo celular, o
deslocamento do nucleo para a periferia da célula e a dissolugdo da substancia de Nissl, além de
alteragdes na expressao de proteinas estruturais e envolvidas na transmissao sinaptica. A perda de
conexao do motoneurbnio com seu alvo periférico gera interrupcdo de fornecimento, aos
motoneurdnios, de fatores neurotréficos produzidos pelo alvo que, juntamente com o trauma vascular,
levam a excitoxidade, o que drasticamente reduz a sobrevida dessas células. Quanto mais proxima do
SNC a lesao for, mais extensiva é a degeneracdo de motoneurdnios adultos. Assim, o tipo de injuria é

de grande importancia para a quantidade de células que degeneram.
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Como estratégia neuroprotetora, apds injurias ao SN ha um aumento na producao de fatores
neurotréficos (Taniu-chi et al., 1988), substancias como fator neurotréfico ciliar (CNTF), fator
neurotréfico derivado do cérebro e da glia (BDNF, GDNF) e neurotrofina-3 (NT-3). Porém, os niveis

dessas substancias nao sao altos o bastante para efetivamente proteger o tecido contra a injuria.

Na medula espinal, a interagdo entre os motoneurbnios e o microambiente medular
desempenha uma fungao crucial para a sobrevivéncia, regulacao do estado funcional e conectividade
sindptica dos mesmos (Hamburguer, 1958; Oppenheim, 1991; Huh et al., 2000; Oliveira et al., 2001). A
plasticidade do SN faz com que, apds uma lesdo, ocorra remodelagdo estrutural e funcional de seus
circuitos. Os neurbnios axotomizados apresentam uma perda significativa dos inputs, diminuindo ou
mesmo abolindo a transmisséao sinaptica (Purves, 1975; Takata e Nagahama, 1983; Delgado-Garcia et
al., 1988). Esse efeito, o qual € mais pronunciado no corpo neuronal, pode se tornar permanente se a

reinervacao com o 6rgao alvo ndo ocorrer (Brannstrom e Kellerth, 1998).

A morte de oligodendrdcitos causa a perda de mielina dos axénios, blogueando a transmissao
dos potenciais de acao (Leal-Filho, 2011). Distalmente ao sitio da lesdo, os estagios iniciais de
degeneracao Walleriana produzem fragmentagao da mielina, o que ativa células imunes e gliais. Essas
células liberam citocinas pro-inflamatérias e secretam moléculas quimioatrativas, que recrutam
macréfagos para fagocitar os restos de mielina (Watkins e Maier, 2002). A injaria axonal pode também
produzir um descontrole no transporte axonal rapido, produzindo acumulos de neurofilamentos (Singh

et al., 2006).

Ainda na fase subaguda, ocorre uma onda de reatividade de células nervosas (gliose reativa,
relativo a astrécito e microglia ativados) e recrutamento de células imunes periféricas devido a quebra
da barreira hematoencefalica (Schwab e Bartholdi, 1996). A resposta inflamatéria acontece em duas
ondas de infiltragdo de células imunes. A primeira consiste em neutrofilos e a segunda por macréfagos

/ monécitos. Os neutrofilos infiltram-se nas primeiras horas pos lesao, atingem seu maximo numero em
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24 horas e desaparecem em 3 dias (Schwab e Bartholdi, 1996). A segunda onda é composta
principalmente por mondcitos, que apds 72 horas se diferenciam em macréfagos, que realizardo a
fagocitose dos residuos de mielina e de restos celulares necréticos e apoptéticos. Ao contrario dos
neutréfilos, a acdo dos macrofagos é sustentada por longos periodos. Monécitos, macrofagos e
neutréfilos, que migram para o local da injaria, produzem citocinas e interleucinas que levam as células

imunes responderem a lesao.

Metaloproteases de matriz, enzimas proteoliticas e oxidativas e citocinas pré-inflamatérias que
sao produzidas por neutréfilos e macréfagos infiltrantes, junto com a microglia residente, induzem um
processo reativo de morte celular secundaria no tecido que cerca o local original da injaria (Wright et
al., 2011). Esse dano secundario se prolonga por dias e semanas apoés a injuria, 0 que pode levar a
um aumento na cavitagdo e formacédo de cistos no centro da lesao, exacerbando a disfungéo

neuroldgica (Carlson, 1999; Wright et al., 2011).

A ativacdo de macrofagos leva a secrecao de glutamato, citocinas pré-inflamatérias como IL-1
(interleucina-1), IL6 (interleucina-6) e TNF-a (fator de necrose tumoral a), e ativacdo da enzima éxido
nitrico sintase (iINOS), que promove a sintese de radicais livres, causando a apoptose de neurbnios e
oligodendrocitos (Leskovar et al., 2000; Satake et al., 2000; Profyris et al., 2004). Paradoxalmente, a
inflamacdo também pode ser uma resposta benéfica apds a lesdo. A fagocitose por macréfagos de
fragmentos de mielina na medula espinal injuriada é essencial para posterior regeneracdo, uma vez
que a mielina é inibidora da regeneracdo axonal. Macréfagos e microglia ativados também podem
potencializar a liberagdo de substancia neuroprotetoras, como CNTF, IGF-1 (fator de crescimento
semelhante a insulina-1) e neurotrofinas como NGF (fator de crescimento do nervo) e BDNF (Profyris
et al., 2004). Além disso, apds contribuir na fase aguda, esses fagocitos podem potencializar a

regeneracao na fase crénica, secretando fatores de sobrevivéncia neuronal e regeneragao.
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Os astrécitos produzem e secretam fatores neurotréficos e também degradam e removem
proteinas e moléculas que podem ser téxicas aos neurbnios (glutamato em excesso pode tornar a
célula excessivamente despolarizada, provocando sua morte por excitotoxicidade) (Leal-Filho, 2011).
Participam da reconstrugao da barreira hemato-espinal, limitando a infiltracao de leucécitos periféricos
e ativacdo da microglia residente, modulam o fluxo sanguineo pela liberacdo de vasoconstritores,
regulando o didmetro dos vasos sanguineos, retiram o excesso de glutamato, produzem antioxidantes
como a glutationa, representando uma defesa contra o estresse oxidativo e cercam o local da injuria,
impedindo seu espalhamento para areas nao lesadas (Karimi-Abdo Irezaee e Billakanti, 2012). Dessa
forma, a reatividade astroglial parece ser indispensavel para minimizar a extensdo de lesdes a medula
espinal nos estagios iniciais da mesma, embora exer¢ca uma fungao lesiva e anti-regenerativa nos

periodos mais crénicos.

Concomitantemente a evolucao da degeneracdo Walleriana, inicia-se a regeneracdo axonal
advinda do coto proximal, em contato com os corpos de neurdnios axotomizados. Essa regeneracao é
considerada um fendbmeno altamente complexo, o qual resulta em uma sucessao de eventos expressa
de forma cronolégica e sincronizada, visando o reajuste do microambiente do nervo e reinervagao do
orgao alvo (lde, 1996). O sistema nervoso € dotado de potencial regenerativo apdés uma lesao,
contudo, tal capacidade, é altamente dependente da correta expressao temporal dos diversos fatores
de crescimento e componentes da matriz extracelular, bem como da interacdo entre os axénios em
regeneracado com as células ndo neuronais presentes no nervo (Barnes, 1985; Ide, 1996). No
microambiente do SNC, contudo, a regeneragdao axonal é bastante reduzida, sendo impedida pela

cicatriz glial que se estabelece apds a injuria.

Na fase crénica, como resolugao da inflamagao anterior, os macréfagos deixam o territério da
lesdo, podendo haver a formacéo de cistos preenchidos com liquido e comeca a formagao de uma
extensiva cicatriz que circunda tais cavidades (Schwab e Bartholdi, 1996). O ponto final da evolugao

da cicatriz glial € a migracao e proliferacdo de astrocitos. Estas células aumentam a producao de
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proteina acida fibrilar glial (GFAP), tornam-se hipertréficas e conectam muitos dos seus
prolongamentos celulares com processos de células vizinhas, através de juncdes gap (Profyris et al.,
2004). Astrécitos reativos se acumulam na margem da lesdo na primeira semana pds-lesdo e
comecam a formar a cicatriz, constituindo a maior parte da cicatriz glial. Uma menor parcela é formada
por microglia / macrofagos reativos e fibroblastos meningeais (Schwab e Bartholdi, 1996). A cicatriz
representa uma parede que isola o local da lesdo primaria por delinear a area necrética, o que previne

a disseminagao dos eventos fisiopatoldgicos secundarios para areas intactas (Profyris et al., 2004).

Moléculas que inibem o crescimento dos axénios danificados sao expressas nesse local. Essas
moléculas podem ser divididas em duas categorias: (1) moléculas inibitérias associadas a mielina,
como Nogo-A, MAG (glicoproteina associada a mielina) e OMgp (glicoproteina da mielina de
oligodendrocitos) e (2) moléculas sintetizadas por componentes celulares da cicatriz glial. Neste
segundo grupo, apresenta maior importancia, o proteoglicano condroitin-sulfato produzido pelos
astrocitos reativos. O condroitin-sulfato € conhecido por inibir o crescimento do neurito por se ligar a
moléculas promotoras do crescimento, como a laminina, prevenindo a interacdo dessa molécula com
seu receptor integrina do cone de crescimento (Burg et al., 1996; Sanes e Jessell, 2000; Morgenstern
et al.,, 2002; Profyris et al., 2004). Tratamentos com enzimas que digerem condroitin-sulfato
(condroitinase ABC, por exemplo), promovem crescimento axonal e recuperacao funcional (Bradbury

et al., 2002).

1.3 - LESAQ DE RAIZES NERVOSAS MOTORAS

O esmagamento de raizes nervosas espinais € uma das mais comuns ocorréncias resultantes
da postura bipede (Goodgold e Eberstein,1977). As raizes da regidao lombo-sacral, em especial,
podem ser facilmente comprimidas por herniacdes dos discos intervertebrais, bem como pela presenca

de tumores.
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Na avulsdo de raizes motoras, em que ocorre o arrancamento dos filamentos radiculares da
superficie da medula espinal, os axénios motores sdo axotomizados na interface entre o SNC e SNP
(Livesey e Fraher, 1992), resultando na perda de 80% das células nervosas lesadas durante a
segunda ou terceira semanas apos o trauma (Koliatsos et al., 1994). A causa mais comum da avulsao
de raizes nervosas sado acidentes de motocicleta e severa tracdo durante partos complicados,
resultando em perdas motoras, sensitivas e autbnomas da extremidade afetada. Nesses casos, €
comum que algumas raizes sofram esmagamento e, muitas vezes, sejam consideradas clinicamente

como saudaveis.

Existe uma relagdo direta entre compressao ou transecgao de raiz nervosa e alteragdo da
funcéo neuronal (Yamaguchi et al.,1999; Rothman e Winkelstein, 2007). Ap6s o trauma de raizes
nervosas, mudangas axonais indicativas de disfun¢ao e degeneracgao se iniciam proximal e distalmente
a lesdo (Kobayashi et al., 2004). A compressao da raiz nervosa resulta em isquemia e formacao de
edema, extravasamento de fluidos celulares e desencadeia, distalmente a compressado, a
degeneracao Walleriana (Kobayashi et al., 2004). Hubbard e Winkelstein (2008) demonstraram que a
compressao transitoria de raiz dorsal cervical é suficiente para interromper proteinas usadas para o

transporte axonal em fibras mielinizadas, no interior de raizes comprimidas.

Tanto na avulsdo, quanto no esmagamento, ocorre axotomia de todas as fibras, porém, o
esmagamento € menos severo, visto que preserva a membrana basal das células de Schwann que
circundam as fibras nervosas intactas. Apesar da interrupcéo do axénio, a preservacao dos tubos de
membrana basal permite que as células de Schwann provenham vias de orientacdo para axonios em
regeneracao (Mazzer et al., 2008; Wong et al., 2011). Embora nervos esmagados mantenham sua
continuidade anatémica, regeneram espontaneamente e, por vezes, reinervam seu alvo. Quanto mais
demorada a reinervacao do alvo, maior a chance de atrofia permanente por denervacao. Portanto,
acelerar o processo regenerativo é crucial para a obtencao de resultados funcionais satisfatorios. A

deterioragédo funcional, seguida do esmagamento, ndo se relaciona somente com o0 componente
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axonal, mas também inclui outros elementos importantes, como a isquemia do membro afetado (Wong

etal., 2011).

Até onde é de nosso conhecimento, nenhum outro trabalho investigou as conseqiéncias
morfolégicas e funcionais do esmagamento de raizes nervosas, embora existam varios que

investigaram a avulsdo das mesmas.

1.4 - INTERFACE SNC - SNP

A zona de transicao entre 0 SNC e o SNP, presente na emergéncia dos filamentos radiculares
que compdem as raizes nervosas da medula espinal, contém tecido nervoso central e periférico. Os
dois tecidos sao separados por uma interface irregular, mas claramente definida, que consiste numa
superficie de tecido astrocitico, compreendendo o componente central da zona de transicao.
Centralmente a essa zona, bainhas de mielina sdo formadas por oligodendrdcitos e o tecido de suporte
€ astrocitico. Perifericamente a ela, as bainhas sdo formadas por células de Schwann e envoltas em
endoneuro. A interface € apenas atravessada por axénios, os mielinizados apresentam um internodo

nessa regiao (Fraher, 1998).

1.5 - SINAPSES E PLASTICIDADE

A sinapse se constitui por um terminal axénico (terminal pré-sinaptico) que traz o sinal, uma
regido na superficie da outra célula, onde é gerado um novo sinal (terminal pds-sinaptico) e um espacgo
muito delgado entre os dois terminais, a fenda sinaptica. O terminal pré-sinaptico contém vesiculas
sinapticas com neurotransmissores. Geralmente 0s neurotransmissores sao sintetizados no corpo
neuronal e armazenados em vesiculas no terminal pré-sindptico, sendo liberados na fenda por

exocitose, durante a transmisséo do impulso nervoso. Alguns neurotransmissores sao sintetizados no
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compartimento pré-sinaptico, com participacao de enzimas e precursores do corpo do neurdnio por

transporte axonal (Bear et al., 2007)

O principal neurotransmissor excitatério no SNC é o glutamato. Ele se liga a receptores na
célula pos-sinaptica que podem ser metabotrépicos e ionotrépicos. Neste Ultimo caso, podem ser
receptores nao-NMDA (AMPA e Kainato - canais permedaveis a Na* e K*) e NMDA (canais permeaveis
a Ca®™, Na* e K*). A estimulagéo excessiva do canal do tipo NMDA, por excesso de glutamato (comum
durante lesdes nervosas), promove exacerbada entrada de fons Ca®* na célula, causando danos ao
tecido nervoso, a chamada excitotoxicidade glutamatérgica. Os neurotransmissores inibitérios mais

comuns no SNC sao GABA e glicina.

Ao contrario do que se supunha até pouco tempo, o SN exibe certo grau de plasticidade,
mesmo no adulto. A plasticidade é superior durante o desenvolvimento embrionario, quando se forma
um contingente de neurdnios supranumerarios. Aqueles que nao estabelecem sinapses estaveis com
outros neurdnios sao eliminados. Apds lesdao do SNC, os circuitos neuronais se reorganizam, gracas
ao brotamento dos prolongamentos dos neurbénios, que formam novas sinapses, para substituir ou
compensar as perdidas pela lesédo. Assim, estabelecem-se novas comunica¢des que, dentro de certos
limites, podem restabelecer as atividades funcionais dos circuitos perdidos. Essa propriedade do SN é
denominada plasticidade neuronal. O processo regenerativo € controlado por diversos fatores de
crescimento produzidos por neurdnios, células da glia e por células alvo da atividade dos neurénios,

chamadas neurotrofinas.

A plasticidade do SN faz com que, apds uma lesao, ocorra remodelacéo estrutural e funcional
de seus circuitos. Uma das modificagdes mais significavas, apds uma lesao que resulte na interrupgao
do contato entre o motoneurénio e as fibras musculares, € a retragcdo de botdes pré-sinapticos
presentes na superficie da célula axotomizada (Purves e Lichtman, 1978; Brannstrom e Kellerth,

1998). Os neurdnios axotomizados apresentam, no periodo agudo pds-lesdo, uma perda significativa
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de inputs diminuindo, ou mesmo cessando temporariamente a transmissao sinptica (Purves, 1975;
Takata e Nagahama, 1983; Delgado-Garcia et al., 1988). Ultraestruturalmente, na medula espinal,
observa-se redugdo do numero de contatos sinapticos no corpo dos motoneurénios do tipo a e na

regiao proximal de seus dendritos.

No entanto, essa reducao sinaptica ndo ocorre de maneira equivalente para todos os tipos de
botdes sinapticos. Apds a axotomia intramedular do funiculo anterior da medula, os terminais
glutamatérgicos sdo mais afetados durante a fase de eliminacao dos terminais sinapticos. A eliminagao
preferencial de terminais glutamatérgicos pode ser interpretada como uma forma de se evitar a
excitotoxicidade mediada por este neurotransmissor. Assim, ha proporcionalmente uma maior
eliminacado de terminais excitatorios (Linda et al., 2000; Cullheim et al., 2002; Oliveira et al., 2004).
Nesta condigcao, a célula lesada apresenta um dominio de inputs inibitorios. As alteragdes sinapticas
observadas refletem uma reorganizacao ativa destas em resposta a lesdo, o que leva a uma mudancga
metabdlica de um estado de transmissao sinaptica para um estado de recuperacdo dos axbnios

comprometidos pela mesma (Linda et al., 1992; Piehl et al., 1993; Piehl et al., 1998; Linda et al., 2000).

1.6 - CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS

As CTM constituem uma pequena populagéo celular da medula 6ssea, correspondendo a cerca
de 0,001 a 0,01% de todas as células nucleadas medulares. Podem ser usadas em transplante
autélogo, dispensando uso de imunossupressores, sendo células prontamente disponiveis e de baixo

potencial oncogénico.

Tratamentos experimentais com CTM no SN podem ser agrupados em duas estratégias
principais, neuroprotecao e neuroregeneracao. Neuroprotecao se refere a inibicdo da morte de células
do tecido danificado, enquanto regeneracao se refere ao reparo de axénios danificados ou brotamento
de axdnios intactos para reinervar os alvos (Azari et al., 2010).
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As alterac6es metabdlicas e morfoldégicas dos motoneurbnios lesados podem ser explicadas em
parte, pela desconexao entre o corpo celular do neurdnio e o érgao alvo, o que leva a interrupcéao do
aporte de fatores neurotréficos para o corpo celular. O efeito neuroprotetor promovido pelas CTM pode
estar associado a producao de fatores neurotréficos localmente, capazes de ampliar e promover a
regeneracao de fibras nervosas no sitio da lesdo (Li et al., 2002; Mahmood et al., 2004) e influenciar

positivamente na sobrevivéncia neuronal e plasticidade sinaptica (Hell et al., 2009).

Além do papel neuroprotetor, as CTM sdo ainda capazes de promover a regeneracao de fibras
nervosas no sitio da lesao (Li et al., 2002; Mahmood et al., 2004). A expressao de BDNF por CTM se
correlaciona com a sua capacidade em promover a sobrevivéncia e o crescimento de neuritos, em
linhagens celulares de neuroblastoma. Entretanto, os efeitos produzidos pelas CTM sao apenas
parcialmente inibidos pela neutralizagcdo do BDNF por anticorpos especificos contra esta proteina,
indicando que estas produzem outros fatores que contribuem para a sobrevivéncia neuronal e

regeneracao nervosa (Lu et al., 2003; Crigler et al., 2006).

Ao transplantar células-tronco hematopoiéticas para a medula espinal de camundongos que
apresentam degeneracdo motoneuronal (camundongos mdf -muscle deficient), houve um aumento da
sobrevivéncia de motoneurbnios e consequente melhora funcional, apesar destas células
apresentarem um fendtipo microglial. Tal fato foi atribuido a producéo local de GDNF pelas células
hematopoiéticas transplantadas (Cabanes et al., 2007). Adicionalmente, quando células-tronco neurais
foram transplantadas para a medula lombar de camundongos com especifica perda de motoneurénios
(camundongos pmn- progressive motor neuropathy), houve um aumento significativo de 56% do tempo
de vida destes animais, reforcando tal papel neuroprotetor. Apds o transplante, essas células
apresentaram-se pequenas e arredondadas e ndo expressavam nenhum marcador neuronal,
sugerindo que permaneceram em um estagio indiferenciado (Ferrer-Alcon et al., 2007). Tal melhora
poderia ser atribuida ao fato de que as células-tronco neurais secretam constitutivamente fatores

neurotréficos (Lu et al., 2003). Esses resultados sao consistentes com outros estudos, demonstrando
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que a administracao de neurotrofinas reduz a area de infarto apds isquemia no SNC (Abe, 2000), induz
a regeneracao de axonios apoés lesao da medula espinal (Yan et al., 1992; Ye e Houle, 1997) e diminui
a apoptose de interneurénios medulares induzida pela axotomia do nervo isquiatico (Oliveira et al.,

2002).

No entanto, o grande problema relacionado a estes fatores € o método de administragdo, uma
vez que eles apenas sao eficientes se liberados continuamente e no local em que sdo necessarios.
Neste contexto, esse trabalho propde o uso de células tronco mesenquimais, visando a promogao de
suporte trofico local, capaz de atenuar a morte aguda dos motoneurdnios axotomizados
proximalmente. Neste aspecto, o implante de células tronco diretamente na medula espinal promoveu
melhora funcional em diferentes modelos experimentais (Chopp et al., 2000; Hofstetter et al., 2002;
Cizkova et al., 2007). Porém, ainda ha uma grande lacuna entre a melhora funcional e a determinagao

dos reais mecanismos e efeitos, a longo prazo, envolvidos no transplante das células-tronco no SN.
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2. Justificatica



A impossibilidade de reparo eficiente de lesbes no SNC é um importante problema médico.
Modelos experimentais de lesdes tém sido estudados a fim de se entender melhor os mecanismos
envolvidos na sobrevivéncia, regeneracao neuronal e na plasticidade sinaptica e testar o potencial de
diferentes tratamentos, a fim de prevenir as alteragdes induzidas por tais lesoes.

A plasticidade do SN faz com que, apdés uma lesdo, ocorra uma remodelacado estrutural e
funcional de seus circuitos. Os neurbnios axotomizados apresentam, no periodo agudo pos-lesédo, uma
perda significativa de inputs, que ocorre em diferentes proporgdes entre os diferentes tipos de botdes
sinapticos. Nesse momento, o motoneurénio passa do estado de controlador principal da atividade
motora, para um estado em que seu principal objetivo é sobreviver e gerar novos axénios.

Os motoneurdnios que sobrevivem ao esmagamento de seu axénio tém potencial regenerativo,
porém o retorno funcional, uma vez que a lesdo causa grande perda neuronal, demanda estratégias
para diminuicao da morte celular pds-lesao e incentivo ao crescimento axonal.

Recentemente, uma possibilidade de reparo funcional destas lesbes tem sido sugerida através
do emprego de células tronco. A possibilidade de se fazer um transplante autélogo, dispensando uso
de imunossupressores, a pronta disponibilidade e o baixo potencial oncogénico, faz das CTM uma das
melhores escolhas para terapia celular no momento. Estas propriedades fazem com que tais células
sejam uma ferramenta promissora para o tratamento de um amplo espectro de lesées e doencas que
sao tratadas de formas pouco satisfatérias pelos métodos tradicionais (Wobus e Boheler, 2005). O
implante de células tronco diretamente na medula espinal promove uma melhora funcional de animais
com lesdes no SNC (Chopp et al., 2000; Hofstetter et al., 2002; Cizkova et al., 2007).

Assim, a interacdo das CTM com o microambiente medular e seus efeitos sobre a
sobrevivéncia, regeneragao neuronal e plasticidade singptica em motoneurdnios lesados devem ser
investigados, bem como a melhor forma e tempo de administracdo dessas células. Torna-se
importante incluir analises funcionais, uma vez que ainda ha uma grande lacuna entre a melhora
funcional e a determinagcao dos reais mecanismos e efeitos, a longo prazo, envolvidos no transplante
das células tronco no SN.
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3. Objetivos



3.1 - OBJETIVOS GERAIS

Investigar o efeito neuroprotetor e neurorregenerativo de células tronco mesenquimais de
medula éssea de animais Lewis (LEW-Tg EGFP F455/Rrrc) sobre motoneurénios alfa medulares em
ratos LEW/HsdUnib, submetidos ao esmagamento de raizes motoras, avaliando-se a melhora
funcional da marcha, bem como potenciais mecanismos envolvidos nos possiveis efeitos

neuroprotetores e neurorregenerativos previamente descritos.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estabelecer e caracterizar fenotipicamente as CTM de animais transgénicos para a proteina
GFP a serem transplantadas, bem como avaliar o fenétipo das mesmas;

Analisar o impacto do tratamento com CTM apds esmagamento de raizes motoras no que
diz respeito a:

- sobrevivéncia neuronal, através de contagem neuronal, por coloragao de Nissl;

- cobertura sinaptica dos motoneurénios, através da expressao de sinaptofisina e sinapsina, por
imunoistoquimica;

- cobertura sinaptica excitatéria / inibitéria dos motoneurdnios, através da expressdo de GAD65
(marcador para terminagdes pré-sinapticas GABAérgicas) e VGLUT1 (marcador para terminagdes pré-
sinapticas glutamatérgicas);

- regeneracao dos axbnios no nervo periférico (isquiatico), através da analise da area do nervo,
contagem de fibras mielinicas e morfometria das mesmas, através de microscépio de luz;

- recuperacao funcional dos animais, através do walking track test (CatW alk).
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4. Material e Métodos
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4.1 - GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para este estudo foram utilizadas fémeas adultas de ratos LEW/HsdUnib com sete semanas de
idade e peso corporal de aproximadamente 150g obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacao
Biolégica (CEMIB). Os experimentos foram conduzidos seguindo-se as normas de ética na
experimentagdo animal, tendo sido aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal

(CEUA - Unicamp, protocolo: 2356-1).

Todos o0s animais tiveram suas raizes nervosas motoras L4, L5 e L6, na regidao da
intumescéncia lombar do lado direito, esmagadas por 2 vezes de 10 segundos com pingca nimero 4
(n=5, por grupo experimental). O lado ndo esmagado de cada animal foi utilizado como controle interno

para analise dos resultados.
Foram utilizados os seguintes grupos experimentais:
1. Esmagamento das raizes motoras (L4, L5 e L6);

2. Esmagamento das raizes motoras (L4, L5 e L6) e injegdo de DMEM na interface da

substancia branca e cinzenta, na regiao da lamina IX;

3. Esmagamento das raizes motoras (L4, L5 e L6) e injecao de células tronco mesenquimais na

interface da substancia branca e cinzenta, na regido da lamina IX.

As técnicas utilizadas nesse trabalho, bem como os grupos e tempos de sobrevida apds a

lesdo séo indicado na tabela 1.

42



Tabela 1. Grupos experimentais e tempos de sobrevida apdés o esmagamento das raizes

motoras e técnicas utilizadas em cada grupo, bem como o objetivo de estudo de cada uma delas.

SO'BREVIIBA 5
GRUPOS EXPERIMENTAIS APOS LESAO TECNICA UTILIZADA OBJETIVO DE ESTUDO
Imunoistoquimica Cobertura sindptica dos
Esmagamento (sinaptofisina, sinapsina, VGLUT1 e GAD65) motoneurdnios medulares
Esmagamento + DMEM 4 semanas Coloragdo de Nissl (contagem neuronal) Sobrevivéncia neuronal
Esmagamento + CTM Contagem e morfometria de fibras mielinicas
do nervo isquiatico por microscopia de luz Regeneragdo nervosa
12 semanas Walking track test (Catwalk) Recuperagdo funcional pds lesdo

4.2 - OBTENCAO DAS CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS EGFP

4.2.1- Genotipagem de animais EGFP

Visando resultados sem falsos positivos, optamos pelo uso de CTM marcadas endogenamente
com EGFP (Proteina verde fluorescente potencializada). Esse tragador € considerado, por inUmeros
autores, um marcador de longa vida e confiavel para validar terapias celulares, no que diz respeito a

traceamento, migracao, sobrevivéncia e diferenciagao celular.

As CTM-EGFP foram extraidas a partir de medula éssea de ratos transgénicos isogénicos
adquiridos da Universidade de Missouri nos Estados Unidos, da linhagem Lewis, que possuem
alteragdes genéticas caracterizadas pela presenca do gene EGFP, provindo da agua-viva Aequorea
victoria, sob controle do promotor ubiquitina C e, portanto, expressam EGFP em todos os seus
tecidos (LEW-Tg EGFP F455/Rrrc). A proteina GFP tem sido amplamente adotada para rastreamento
de linhagens celulares ou tecidos vivos, congelados ou fixados e € detectada com alta sensibilidade e

especificidade, em suspencao celular, por citometria de fluxo e in situ, por imunofluorescéncia.

Esta linhagem transgénica foi cedida pelo Prof. Dr. Alfredo de Miranda Goes, Departamento de

Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG.
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Para a manutencao da linhagem EGFP, por instrucdo dos fornecedores da linhagem, os
cruzamentos foram feitos entre animais heterozigotos. Portanto, a genotipagem dos animais se fez
necessaria a fim de identificar tais animais, que além de serem a matriz da linhagem, sdo os animais
com o gendtipo utilizado para a extragdo das CTM, por apresentarem fluorescéncia, porém nao tao

intensa quanto os homozigotos positivos.

Para a andlise do genotipo dos animais LEWIS-EGFP, cada individuo com quatro semanas de
idade foi identificado e seu DNA extraido seguindo as orientagbes do Kit para extragdo de DNA
(PureLink Genomic DNA Kits — Invitrogen). Assim, um fragmento da extremidade da cauda foi retirado
e colocado em solugéo de digestao overnight a 55°C. Foi entao centrifugado e o precipitado tratado
com RNAse e, ap0Os sucessivas lavagens e tratamentos com tampdes especificos, a amostra de DNA

gendémico foi resfriado a -20°C até o momento do uso.

O PCR (reacado em cadeia da polimerase) foi feito seguindo-se as orientagdes do Kit (Kit RTG-
PCR beads — GEHealthcare), onde se adicionou 25ng da amostra de DNA, 10 pM/uL dos 3
primers utilizados (Tabela 2), completando-se com agua ultrapura autoclavada até o volume de 25 pL.
Em seguida colocou-se os tubos no termociclador (Stratagene Mx3005P, Agilent Technologies) por 3
minutos a 94 °C, 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 64 °C, 1 minuto a 72 °C e entao esse ciclo foi

repetido 34 vezes.

Tabela 2. Primers utilizados no PCR realizado para genotipar animais da linhagem EGFP.

LWS 4555F | AACCTCCCAGTCCTTTGA ACG CTA
LWS 455 5R | GGT GCC AAG CCT CAACTT CTT TGT
U3r-4 ATC AGG GAA GTA GCCTTG TGT GTG
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Ao final do PCR, verificou-se o produto da amplificacdo por eletroforese em gel de agarose
1,5% em TBE 0,5% para a determinacao, segundo o padrao de bandas (Figura 1) do gendtipo dos

animais.

Ladder Branco  Homozigoto Heterozigoto Homozigoto
Positivo Negativo

Figura 1. Genotipagem de ratos Lewis transgénicos EGFP. Observa-se, na imagem de um gel
de agarose (ensaio de PCR), a banda com 438 pares de bases relativa ao alelo selvagem e a banda
de 129 pares de bases do alelo transgénico EGFP. Na imagem observa-se, na sequéncia: ladder,
“branco” (reagcado de PCR sem DNA, para detectar contaminagdes), homozigoto positivo, heterozigoto

(gendtipo utilizado no presente trabalho) e homozigoto negativo.

4.2.2 - Extracao das células tronco derivadas da medula dssea

Os animais EGFP heterozigotos com 4 a 6 semanas de vida foram eutanasiados com halotano
e tiveram suas tibias e fémures extraidos. Em meio estéril, as epifises dos ossos coletados foram
cortadas expondo-se a medula 6ssea, que foi coletada pela centrifugacdo dos ossos dentro de uma
ponteira de 1ml com a ponta cortada, inserida em um tubo falcon de 15ml, no qual a medula éssea
precipitou. Apos a centrifugacao, o precipitado contendo a fragédo celular foi ressuspendido em meio

de cultura basal.
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4.2.3 - Cultura celular primaria

As células obtidas da medula 6ssea foram semeadas em frasco para cultura celular T-75 (75
cm?) contendo 10 mL de meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e cultivadas
em uma estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Nos dois dias subsequentes a extracao, cada
frasco foi cuidadosamente lavado, varias vezes com tampao fosfato salino (PBS), para remocao de

hemaécias e células ndo aderentes. O meio foi trocado a cada 3 dias.

Apds duas semanas e sucessivas trocas periddicas do meio, as células ndo aderentes foram
totalmente removidas e as aderentes expandidas obtendo-se, portanto uma cultura homogénea em

monocamada.

Células confluentes em quarta passagem foram ressuspendidas em DMEM e aplicadas na
medula espinal nos animais do grupo experimental “esmagamento + CTM”, ap6s 0 esmagamento das

raizes motoras.

4.3 - ANALISE FENOTIPICA DAS CTM POR CITOMETRIA DE FLUXO

As CTM foram caracterizadas através da andlise da presenca das seguintes moléculas de
superficie celular: CD90, CD54, CD73 e RT1A (MHC ). Essas proteinas sdo expressas por células
tronco mesenquimais, sendo entdo utilizadas como “marcadores” positivos destas células (Dominici et

al., 2006; Delorme et al., 2007).

Para verificar a existéncia de contaminagdes da cultura de células tronco mesenquimais, por
células tronco hematopoéticas, também foi analisada a presenca da molécula de superficie celular
CD45, que é considerada “marcador” positivo destas células. Foram ainda usados como controle

negativo os anticorpos para CD11b/c (marcadores de mondcitos e macréfagos), CD34 (marcador de
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células tronco hematopoiéticas e células endoteliais) e I-Ad/I-Ed (antigenos que correspondem ao

MHC II, expressos em linfécitos e células apresentadoras de antigenos).

Para a citometria de fluxo, foram utilizadas CTM na quarta passagem. Apds o tratamento com
tripsina, aproximadamente 1x10° células foram incubadas por 30 minutos a 42C com os anticorpos

primarios citados na Tabela 3.

Tabela 3. Anticorpos primérios usados no ensaio de citometria de fluxo para caracterizagao das

CTM. Cada anticorpo é seguido pelo fornecedor, animal hospedeiro, cédigo do produto e concentragao

utilizada.

Anticorpo Fornecedor Hospedeiro Cddigo do produto | Concentracao

CD 90 BD Biosciences camundongo 554892 1/250

CD 54 BD Biosciences camundongo 554967 1/250

CD 73 BD Biosciences camundongo 551123 1/250

RT1A (MHC ) BD Biosciences camundongo 554917 1/250

CD 45 BD Biosciences camundongo 555480 1/250

CD 11 b/c BD Biosciences camundongo 554859 1/250

CD 34 Santa Cruz camundongo SC7324 1/200

I-Ad/I-Ed (MHC ) BD Biosciences camundongo 558593 1/250

As células foram lavadas com PBS e incubadas com anticorpo secundario marcado com Alexa
Fluor 488 (Molecular Probes: A-11001), diluido 1 / 500, por 30 minutos a 4°C. As células foram
novamente lavadas em PBS, fixadas em formaldeido 2% e analisadas no citdbmetro de fluxo (Guava®
easyCyte™ 6-2L Flow Cytometer, Millipore, EUA). Como controle negativo de fluorescéncia, também
foi adicionado o anticorpo secundario as células nao marcadas com o anticorpo primario. Células sem
qualquer tipo de marcacao foram fixadas e utilizadas para gerar o grafico de tamanho versus

granulosidade para estabelecer a populagéo a ser analisada.
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Os experimentos foram realizados em triplicata e um minimo de 5.000 eventos foram
adquiridos, utilizando o programa InCyte (Millipore, EUA). Os dados obtidos foram analisados no
programa FlowJo 7.5.6. Primeiramente, a populagao de células a ser estudada foi delimitada através
das regides definidas no grafico de tamanho versus granulosidade gerado pela analise de células que
nao foram submetidas a nenhum tipo de marcagdo. Posteriormente, utilizamos um grafico de
histograma para delimitar a regiao do controle negativo de fluorescéncia, referente as células que
foram incubadas apenas com o anticorpo marcado com Alexa. A partir da definicdo destes parametros,

iniciamos a andlise das células marcadas com os anticorpos primarios e secundarios.

4.4 - ESMAGAMENTO DAS RAIZES MOTORAS

Os animais dos trés grupos experimentais foram anestesiados (60mg/Kg de quetamina e
10mg/Kg de xilazina) e tricotomizados na regiao média do dorso. Uma inciséo dorsal paralela a coluna
vertebral foi realizada na regido toracica. A musculatura intrinseca do dorso foi afastada para
exposicao das vértebras toracicas baixas e lombares. Foi feita a laminectomia de aproximadamente
trés vértebras para que a intumescéncia lombar fosse exposta. A dura-mater foi aberta através de
incisdo longitudinal e, apds dissecc¢ao do ligamento denticulado, a medula espinal foi cuidadosamente
movimentada até que as raizes ventrais associadas a intumescéncia lombar fossem identificadas. O
esmagamento foi realizado nas raizes lombares ventrais, referentes aos segmentos espinais L4, L5 e
L6 do lado direito, com o auxilio de uma pinga tipo relojoeiro (Ne4), como indicado na figura 2. Apés 0s
procedimentos cirurgicos, a musculatura, fascia e a pele foram suturadas em camadas e os animais
mantidos em biotério por um periodo de 4 (para imunoistoquimica e contagem neuronal) ou 12

semanas (para contagem e morfometria de fibras mielinicas e avaliagao motora).
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Figura 2. Imagem mostrando, da esquerda para a direita, respectivamente, as raizes motoras

L4, L5 e L6 esmagadas. Os pontos de esmagamento estao evidenciados pelas setas.

4.5 - TRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS

As CTM foram colocadas diretamente na interface da substancia branca e cinzenta, na regiao
da lamina IX nos segmentos L4, L5 e L6 da medula espinal com o auxilio de uma pipeta Pasteur de
espessura capilar acoplada a uma seringa de Hamilton, instantes apés o esmagamento das raizes
motoras, como na figura 3. Foi injetado 1ul de suspensdo celular em cada um dos trés pontos
equidistantes ao longo dos segmentos lesionados, somando um total de 3x10° células aplicadas. Em

um grupo experimental, 0 mesmo processo foi realizado, porém com a injecdo de DMEM.
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Figura 3. Esquema mostrando os trés pontos de injegdo de CTM ou DMEM na interface da

substancia branca e cinzenta, na regiao da lamina IX, nos segmentos L4, L5 e L6 da medula espinal.

4.6 - EUTANASIA DOS ANIMAIS

Apbés o periodo de sobrevida pré-determinado, 4 ou 12 semanas, os animais foram
eutanasiados. Todos foram anestesiados com uma combinacdo de Kensol (xilazina 10mg/Kg, Koning,
Argentina) e Vetaset (quetamina, 50mg/Kg, Fort Dodge, USA) e, em seguida, submetidos a
toracotomia. O sistema vascular foi perfundido transcardiacamente com tampao fosfato de sédio (pH

7,4). Os proximos passos respeitaram o tipo de técnica empregada na sequéncia.

4.7 — IMUNOISTOQUIMICA

4.7.1 — Reacao de imunoistoguimica

Apos perfusdo com salina tamponada, os animais foram perfundidos com formaldeido a 4% em
tampao de fosfato de sodio 0,1M; pH 7,4. As intumescéncias lombares foram dissecadas e pos-fixadas
por 12 horas a 4°C. Foram entdo mantidas em solucéo de sacarose 10% por 24 horas, sacarose 20%
por 24 horas e sacarose 30% por 24 horas. Em seguida, as medulas espinais foram incluidas em

Tissue-Tek (Miles Inc., USA) e congeladas a temperatura de -35 a -40°C. Seccbes transversais da
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medula espinal com 12um de espessura foram obtidas em criostato e posteriormente armazenadas a

—20°C até o momento da utilizagcao.

Para a realizagdo da imunoistoquimica, as laminas foram inicialmente climatizadas, lavadas
com tampao fosfato (PB 0,1M) e tratadas com BSA (albumina de soro bovino) 3% no mesmo tampao
por 1 hora. Em seguida, as laminas foram incubadas overnight com os anticorpos anti-sinaptofisina,
sinapsina, VGLUT1 e GAD65 (Tabela 4), todos em BSA 1% e Triton 0,2% diluidos em PB 0,1M e
mantidos em camara umida a 4°C. Apéds lavagens com PB 0,1M (3x 5 minutos), foram adicionados os
anticorpos CY3 (Jackson Lab., USA), de acordo com a espécie onde foi produzido o anticorpo
primario, na propor¢ao de 1:250, diluido em BSA 1% e Triton 0,2% em PB 0,1M por 45 minutos em
camara Umida a temperatura ambiente. As laminas foram novamente lavadas em PB 0,1M, montadas

em glicerol/PB 0,1 M (3:1) sendo posteriormente analisadas.

As analises foram realizadas por microscopia de fluorescéncia, com o objetivo de:

a) Detectar e quantificar a cobertura sinaptica do corpo celular dos motoneurénios: anticorpos

primérios anti-sinaptofisina e anti-sinapsina.

b) Detectar e quantificar terminagdes pre-sinapticas GABAérgicas proximas ao corpo celular

dos motoneurdnios: anticorpo primario anti-GAD65.

c) Detectar e quantificar terminagdes pré-sinapticas glutamatérgicas em aposicdo ao corpo

celular dos motoneurénios: anticorpo anti-VGLUT1.
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Tabela 4. Anticorpos primarios usados no ensaio de imunoistoquimica. Cada anticorpo é

seguido pelo fornecedor, animal hospedeiro, cddigo do produto e concentracao utilizada.

Anticorpo Fornecedor Hospedeiro Cddigo do produto | Concentracao
Sinaptofisina Dako camundongo MO776 1/200
Sinapsina Santa Cruz cabra SC7379 1/200
VGLUTA Millipore camundongo MAB5502 1/200
GADG65 Abcam camundongo AB26113 1/750

4.7.2 - Analise quantitativa dos resultados

As laminas imunomarcadas foram observadas em microscopio de fluorescéncia (Nikon, eclipse
TS 100) utilizando-se o filtro de rodamina (CY3). No grupo tratado com CTM, as mesmas foram
observadas utilizando-se o filtro de fluoresceina (CY2). Foi capturada uma imagem representativa de
cada lado (lesionado e nao lesionado) por corte (total de 3 cortes por animal experimental, obtidos ao
longo dos segmentos lesados) da coluna ventral da medula espinal, utilizando-se uma camera de alta

sensibilidade (Nikon, DXM 1200F).

Para a quantificacdo, a densidade integrada de pixels, que representa a intensidade da
imunomarcacao das proteinas, foi medida em oito areas equidistante ao redor dos neurdnios positivos,
no corno anterior da medula espinal, utilizando-se o software IMAGEJ (versdo 1.33u, National
Institutes of Health, USA). A propor¢do de densidade integrada de pixels foi calculada para cada

animal e entao estabelecida a média das propor¢des para cada grupo + erro padrao.

4.8 - SOBREVIVENCIA NEURONAL

Para contagem de motoneurdnios foram utilizadas secgdes transversais da intumescéncia
lombar, submetidas a coloracdo de Nissl. Os motoneurdnios, presentes no nucleo motor lateral do
corno anterior no lado ipsilateral (lesionado) e contralateral (ndo lesionado) foram contados em cortes
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alternados de cada espécime na area lesada da intumescéncia lombar, sendo o intervalo entre eles de
240um. Apenas as células com nucleo visivel foram contadas. Para corrigir contagens duplas de
neurénios, devido ao fato da mesma célula poder estar presente em duas seccoes, foi utilizada a
formula de Abercrombie e Johnson (1946): N=nt/(t+d); onde N é o numero corrigido de neurdnios
contados, n € o numero de neurdnios contados, t é a distancia entre as sec¢des contadas (240um) e d

é o didmetro médio do neuronio.

Como a diferenga no tamanho afeta significativamente o numero de células, o valor de d foi
calculado especificamente para cada grupo experimental (ipsilateral e contralateral). Neste sentido, o
didametro de 15 motoneurdnios para cada grupo foi mensurado (Image Tool software, versao 3.00) e a

média calculada.

4.9 - AVALIACAO DA REGENERACAO DO NERVO ISQUIATICO

4.9.1 — Preparacao dos espécimes

Apos perfusdo com salina tamponada, os animais foram perfundidos com solugdo contendo
glutaraldeido (2%) e paraformaldeido (1%) em PB 0,1M, pH 7,4. Posteriormente a fixagdo, o nervo
isquidtico (segmento médio) foi dissecado e imerso na mesma solugéo fixadora por 24 horas, a 4°C.
Os nervos foram entédo lavados em PB 0,1M, pH 7,4 e reduzidos sob lupa. Os fragmentos foram pés-

fixados durante 3 horas em solucao de tetréxido de ésmio a 1%, diluido em PB 0,1M, pH 7,4.

Seguindo-se a pos-fixacao, os fragmentos foram lavados em agua destilada e desidratados em
série crescente de alcool e acetona, sendo incluidos em resina (Durcupan ACM, Fluka). Os blocos
foram debastados e secg¢des semi-finas (0,5um) obtidas e coradas com azul de toluidina 0,25% para a

observacao ao microscépio de luz.
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4.9.2 - Morfometria e contagem das fibras mielinicas

Utilizando-se o microscépio de luz, cada nervo foi digitalizado em aumento de 200x para que

sua area total pudesse ser medida, utilizando-se o software Image Tool, versao 3.00 (Figura 4).

Figura 4. Seccéao transversal semi-fina de nervo isquiatico corado com azul de toluidina e
visto sob aumento de 200X no microscépio de luz. Seu perimetro foi circundado, utilizando-se o

programa Image Tool, para a determinagédo da area do mesmo.

Cada nervo teve, no minimo, 30% de sua area digitalizada em aumento de 1000X. Essas

imagens foram utilizadas para a contagem e morfometria de fibras mielinicas.
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Foi efetuada a contagem de axénios mielinicos em 30% da area total de cada nervo. O numero
total de fibras por nervo foi estimado a partir de uma regra de trés simples, levando-se em conta a area

total do nervo.

Para analise morfométrica, foram considerados os seguintes parametros: didmetro das fibras
mielinicas (DF), diametro dos axdnios mielinicos (DAM), espessura da bainha de mielina (EBM) e
razao "g" (RZG) (RZG = DAM/DF). A RZG consiste de um valor numérico que traz informagbes acerca
do padrao de mielinizagdo do nervo isquiatico a partir da relacao entre o DAM e o DF, sendo este valor
proximo a 0,7 na normalidade. A resposta regenerativa axonal foi avaliada pelos resultados do DF e

DAM.

Dois campos amostrados em cada nervo (em aumento de 1000X) foram empregados para
obtencao das medidas da morfometria, que foi realizada utilizando-se o programa Adobe Photoshop
CS4 extended. As imagens foram transformadas em preto e branco e entdo foi aplicada a ferramenta
“limiar”. O background que nao seria medido, bem como as fibras que ndo apareciam inteiras na figura
foram apagadas (Figura 5). Todos os axbénios foram selecionados de uma s6 vez através da
ferramenta de selegdo apropriada e as medidas foram feitas automaticamente pelo programa, apos
calibracdo do mesmo. O menor didametro medido de cada fibra foi utilizado para a determinagao de DF,
uma vez que valores maiores poderiam ser distorcidos pela inclinagdo do corte. A diferenca entre o DF

e 0 DAM dividido por 2 foi empregada para obtencdo da EBM (Mayhew e Sharma, 1984).
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Figura 5. Imagem do nervo em aumento de 1000X. A) Mesma imagem, transformada em preto
e branco. B) Aplicado o limiar e apagado background e fibras que n&o apareciam inteiras na imagem

original. Barra de escala: 10um.

4.10 - AVALIACAO DA FUNCAO MOTORA

Os animais foram colocados para andar ao longo de uma passarela com um assoalho de vidro
(100 cm comprimento x 15 cm largura x 0.6 cm espessura) localizada em uma sala escura, com uma
luz vermelha ambiente. Uma luz fluorescente verde ilumina a borda do assoalho e € distribuida ao
longo da plataforma, de forma homogénea. A luz é capaz de intensificar as areas nas quais as patas
dos animais entram em contato com a placa de vidro. Devido a tecnologia de pegadas iluminadas, as
patas foram capturadas por uma camera de video de alta velocidade (Fujinon DF6HA-1B), posicionada
abaixo da passarela. A camera de video transforma cada cena em uma imagem digital. As imagens
digitais foram transferidas para o computador através de uma conexdao Ethernet. A tecnologia de
pegadas iluminadas permite que sejam detectadas até mesmo diferengas de pressao, como resultado

de como o animal distribui 0 seu peso corporal nas quatro patas. Esta camera digital possui uma taxa
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de amostragem de 100 quadros por segundo. J& a combinacao da luz verde na placa de vidro e a luz
vermelha no teto iluminado tornam o contorno do corpo do animal visivel quando ele atravessa a placa
de vidro. Os sinais fornecidos pela camera foram digitalizados, quadro a quadro, pela placa de video
PClmage-SG (Matrix vision GmH, Oppenheimer, Alemanha). O programa CatW alk adquire, armazena
e analisa os videos dos animais caminhando pelo corredor e fornece para cada corrida efetuada uma

tabela com varios parametros com valores para cada pata do animal.

Foram realizadas duas avaliagbes motoras antes da lesdo. Apds a lesdo, as avaliagdes foram
feitas duas vezes por semana para cada animal dos trés grupos experimentais até 12 semanas pos-

esmagamento. Em cada avaliagdo de 3 a 4 corridas foram registrados por animal.

Parametros de pressdo maxima exercida pela pata, comprimento da passada (distancia entre
duas impressdes da mesma pata) e comprimento e largura da pata foram analisados através da razao
entre as patas posteriores ipsi / contralateral a lesao e estabelecido um valor percentual. Foi feita uma
média para o valor pré-operatério e para cada uma das semanas analisadas por animal e, entdo, para

cada grupo experimental * erro padrao.

Ja& para o célculo do indice funcional do nervo fibular (peroneal functional index, PFl), as
medigdes foram feitas de acordo com dois parametros: a distancia entre o primeiro e o quinto dedo
(largura da pata - toe spread, TS) e a distancia entre o terceiro dedo e o calcanhar (comprimento da

pata - print length, PL) (Figura 6).
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Figura 6. Impressao da pata do rato, indicando a largura da pata (distancia entre o primeiro e o
quinto dedo - toe spread, TS) e o comprimento da pata (distancia entre o terceiro dedo e o calcanhar -

print length, PL). (Figura adaptada de Sarikcioglu et al., 2009)

Estes parametros foram utilizados para a medicdo das pegadas das patas posterior direita
(lesada) e posterior esquerda (ndo lesada) e os valores aplicados na seguinte férmula descrita por

Bain et al (1989):

| EPL — NPL ETS — NTS
PEI = 1"4.5-(—)+ .3(—)— :
4 NPL . NTS ek

(E= lado lesionado, N=lado n&o lesionado).

4.11 - ANALISE ESTATISTICA

A partir dos resultados numéricos resultantes de todas as analises foram calculados a média e
desvio padrao para cada grupo. Os dados de sobrevivéncia neuronal, imunoistoquimica, area do nervo

e contagem de fibras mielinicas foram avaliados pelo método de analise da varidncia — ANOVA de
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uma via. Os dados da analise funcional (walking track test) e da morfometria das fibras mielinicas
foram avaliados pelo método da andlise da variancia — ANOVA de duas vias. Nos dois casos, foi
realizado o pos-teste Bonferroni. Assumiu-se um nivel de significancia igual a *p<0,05; **p<0,01;

**%20,001.
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5. Resultados



5.1 - CARACTERIZACAO DAS CTM

5.1.1 - Morfologia

Ap6s o0s procedimentos de extragdo, observou-se um semeado heterogéneo com
predominancia de células pequenas, arredondadas, ndo aderidas ao frasco de cultivo. A cada troca de
meio, as células em suspensdo, em sua maioria hematopoéticas maduras ou precursoras
hematopoéticas foram sendo removidas. Apés dez dias de cultivo, foi ainda possivel observar algumas
células arredondadas flutuantes sobre uma populagdo celular aderida que apresentava morfologia
fusiforme semelhante a fibroblastos e que formavam colbénias.  Gradualmente, as células
remanescentes e aderentes foram predominando. Neste ponto, porém, ainda ndo havia uma cultura
homogénea, podendo-se observar algumas células menores, aderidas. Apds a quarta passagem, foi
possivel observar apenas um tipo celular presente com morfologia tipica de células estromais
medulares, com citoplasma extenso e achatado, um a dois prolongamentos nao ramificados e nucleo

contendo cromatina frouxa (Figura 7).

62



Figura 7. Cultura de CTM isoladas da medula 6ssea em quarta passagem. A) Microscopia de
luz mostrando cultura em aumento de 100X. Barra de escala: 100um. B) Microscopia de luz mostrando
CTM em detalhe, em 400X. Observa-se morfologia similar e tipica das células mesenquimais da

medula 6ssea. Barra de escala: 25um.

5.1.2 - Analise fenotipica por citometria de fluxo

A andlise quantitativa foi realizada atraves de ensaios de citometria de fluxo, utilizando-se os
anticorpos monoclonais CD90, CD54, CD73, RT1A (MHCI), CD 45, CD11b/c, CD34 e |-Ad/I-Ed
(MHCII). Os determinantes de complementaridade CD90, CD54, CD73 e RT1A s&o, de acordo com a

literatura, moléculas eleitas para a caracterizagao das células tronco mesenquimais.

Cerca de 99,8% expressaram CD90, 89% expressaram CD54, 88,6% das células expressaram
CD73 e 90,8% expressaram RT1A (MHCI). O determinante de complementaridade CD45, uma
molécula expressa por células hematopoéticas e seus precursores, foi detectado apenas em 1,07%
das células analisadas, CD11b/c em 4,19% das células, CD34 em 1,88% das células e I-Ad/I-Ed
(MHCII) em 2,23% das células (Figura 8 e 9). Esta analise permite definir uma populagdo de células
mesenquimais homogénea, claramente distinta da linhagem hematopoética. Para controle, foram

utilizadas CTM submetidas apenas a incubagdo com o anticorpo secundario Alexa 488.
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Figura 8. Andlise fenotipica das CTM por citometria de fluxo. A) Grafico de distribuicdo pontual
FSC (tamanho) versus SSC (granulosidade) utilizado para a selecdo da populacao analisada R1. B-l)
Histogramas de intensidade média de fluorescéncia (GRN-HLog: green fluorescence) versus numero
de eventos (counts). B) CD90. C) CD54. D) CD73. E) MHCI (RT1A).F) CD45. G) CD11b/c. H) CD34. 1)
MHCII (I-Ad/I-Ed).
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Figura 9. Representacédo grafica do percentual de células fluorescentes para cada anticorpo

analisado dentro da populagéo R1.

5.2 - ENXERTO E MIGRACAQ DAS CTM

As CTM foram injetadas na interface entre a substancia branca e cinzenta, no funiculo lateral

da medula espinal onde, ap6s 4 semanas, foi possivel encontrar um namero significativo de células no
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sitio de injecao (Figura 10C e 6D) e na substancia branca medular (Figura 10E). Préximo ao corno

anterior, adjacente aos motoneurénios, foram encontradas poucas ou nenhuma célula.

Na figura 10B observa-se a integridade da medula espinal, preservada apos a injecao. Nota-se
a preservagao das areas circunjacentes ao sitio da injecao e a presenga dos motoneurénios no nucleo

motor.
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Figura 10. A) Visdo esquemaética da regido lombar da medula espinal, mostrando os trés sitios
de injecao das CTM. B) Medula espinal ap6s injecao de CTM. A flecha aponta o sitio de injecdo. C)
Detalhe ampliado do sitio de injecdo em microscépio de luz. D) Sitio de injecdo observado por
microscopia de fluorescéncia. E) Detalhe da substancia branca com CTM vista ao microscépio de

fluorescéncia. Barra de escala: 50um.

5.3 - EFEITO NEUROPROTETOR — SOBREVIVENCIA NEURONAL

O efeito do tratamento com CTM foi analisado, determinando-se a porcentagem de
sobrevivéncia neuronal, sendo esta taxa a razao percentual entre o numero de motoneurbnios

ipsilateral e contralateral a lesao.

Nao houve diferencas estatisticas no niumero absoluto de motoneurénios no lado contralateral a
lesdo nas diferentes condigcdes experimentais (esmagamento: 9,56 + 1,42; esmagamento +
DMEM:6,68 + 0,84; esmagamento + CTM:7,74 + 0,90; valores médios absolutos por corte + erro
padrdo). Desta maneira, foi possivel expressar a porcentagem de sobrevivéncia neuronal em relagéo

ao lado contralateral nas diferentes situagoes experimentais.

Apds quatro semanas, ocorreu uma intensa degeneracdo dos motoneurbnios lesados no
nucleo motor dos animais dos grupos esmagamento e esmagamento + DMEM. Por outro lado, notou-
se a presenca de varios neurbnios no nucleo motor do grupo tratado com CTM, onde houve um
namero estatisticamente maior de neurdnios sobreviventes (Figura 11). Calculou-se a razao percentual
entre 0 numero de motoneurbnios presentes no lado ipsilateral e contralateral, obtendo-se as
seguintes porcentagens de sobrevivéncia neuronal para cada grupo: esmagamento: 48,44%+ 2,23%;
esmagamento + DMEM: 45,98% + 6,51%; esmagamento + CTM: 67,37% = 2,26%; valores médios

por grupo * erro padrao; p = 0,0067. (Figura 12).
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Figurai1. Cortes histologicos da coluna anterior da medula espinal corados com cresil violeta.
Efeito neuroprotetor das CTM sobre os motoneurénios, quatro semanas apos a lesdo. Observa-se a
diminuicdo do nimero de motoneurénios, os quais apresentam grande corpo celular. No grupo tratado
com CTM ha redugao na perda destes neurdnios. A, B) Lados contra e ipsilateral a lesdo do grupo
esmagamento. C, D) Lados contra e ipsilateral a lesdo do grupo esmagamento + DMEM. E, F) Lados

contra e ipsilateral a lesédo do grupo esmagamento + CTM. Barra de escala = 50um.
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Figura 12. Representacao grafica da porcentagem de sobrevivéncia neuronal, quatro semanas

apbs o esmagamento das raizes motoras. O grupo tratado com CTM apresentou significativo aumento

da sobrevivéncia neuronal.

5.4 — DESTACAMENTO SINAPTICO

Para avaliar as alteracbes na atividade sinaptica ap6s o esmagamento das raizes motoras e 0
tratamento com CTM, foi feita uma analise da imunoreatividade para a proteina sinaptofisina no nacleo

motor da coluna ventral da medula espinal, quatro semanas apds a lesdo. A figura 13 evidencia a
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similaridade entre os lados contralaterais a lesdo para a marcacdo com sinaptofisina. Destaca-se a
marcacao adjacente a superficie celular dos grandes motoneurénios que compdem o ndcleo motor.
Observou-se uma intensa reatividade nesta area, a qual € atribuida ao grande nimero de inputs aos
motoneurénios-a. Em contraste ao lado contralateral, a intensidade da expressdo da sinaptofisina foi
drasticamente reduzida na superficie dos motoneurénios que sofreram axotomia, nos animais nao
tratados e nos que receberam tratamento placebo (DMEM), indicando uma grande diminuicdo dos

terminais em aposi¢cao a estes neurénios.

Nota-se que os neurbnios axotomizados e tratados com as células tronco, apresentaram uma
menor reducao de terminais em aposicao ao corpo celular, refletindo uma possivel diminuicao do

processo de eliminagao sinaptica.

Esta observacado baseou-se em uma avaliagdo quantitativa da cobertura sinaptica através da
densidade integrada de pixels, que reflete a intensidade da imunomarcagado. Foi calculada a razédo
percentual da densidade integrada de pixels entre os lados ipsi e contralateral de cada grupo
(esmagamento: 47,99% = 3,50%; esmagamento + DMEM: 47,01% * 4,68%; esmagamento + CTM:

74,01% + 4,15%; p=0,0008; Figura 14).

71



CONTRALATERAL IPSILATERAL

ESMAGAMENTO

Sinaptofisina

ESMAGAMENTO
+ DMEM

ESMAGAMENTO
+CTM




Figura 13. Andlise imunoistoquimica da coluna anterior da medula espinal marcada com anti-
sinaptofisina, quatro semanas apds a lesdo. Observa-se nos grupos esmagamento e esmagamento +
DMEM grande redugcdo na imunorreatividade anti-sinaptofisina, indicando uma pequena cobertura
sinaptica nestes neurénios. Contudo, ndo se observam diferencas no padrao da marcagao entre estes
dois grupos. Ja o grupo esmagamento + CTM apresenta menor reducao na expresao de sinaptofisina,
indicando maior cobertura sinaptica nesse grupo em relacdo aos demais. A, B) Lados contra e
ipsilateral a lesdo do grupo esmagamento. C, D) Lados contra e ipsilateral a lesdo do grupo
esmagamento + DMEM. E, F) Lados contra e ipsilateral a lesdo do grupo esmagamento + CTM. Barra

de escala = 50um.
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Figura 14. Representacdo grafica da quantificacdo da cobertura sinaptica quatro semanas
apds a lesdo. Observa-se uma significativa reducao do processo de eliminagdo sinaptica no grupo

tratado com CTM.

A avaliagdo das alteragbes na atividade sinaptica também foi analisada a partir da

imunomarcagdo anti-sinapsina. A figura 15 evidencia a similaridade entre os lados contralaterais e
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diminuicdo de marcacao nos lados ipsilaterais a lesao; diminuicdo esta, mais acentuada nos grupos

esmagamento e esmagamento + DMEM, comparativamente ao grupo esmagamento + CTM .

Assim como nas imunomarcacfes para sinaptofisina, a marcagdo para sinapsina também
demonstrou que os neurbnios axotomizados e tratados com as células tronco apresentaram uma
menor reducdo de terminais em aposicdo ao corpo celular, refletindo uma possivel diminuicdo do

processo de eliminacao sinaptica.

Foi calculada a razao percentual da densidade integrada de pixels entre os lados ipsi e
contralateral de cada grupo (esmagamento: 52,47% = 2,83%; esmagamento + DMEM: 54,59% =+

3,36%; esmagamento + CTM: 69,61% * 2,37%; p=0,0023; Figura 16).
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Figura15. Andlise imunoistoquimica da coluna anterior da medula espinal marcada com anti-
sinapsina quatro semanas ap6s a lesdo. Observa-se, nos grupos esmagamento e esmagamento +
DMEM, significativa redugdo na imunorreatividade anti-sinapsina, indicando uma pequena cobertura
sinaptica nestes neurénios. Contudo, ndo se observam diferengas no padrdao da marcagao entre estes
dois grupos. Ja o grupo esmagamento + CTM apresenta menor reducdo na expressao de sinapsina,
indicando maior cobertura sinaptica nesse grupo, em relagdo aos demais. A, B) Lados contra e
ipsilateral a lesdo nogrupo esmagamento. C, D) Lados contra e ipsilateral a lesdo no grupo
esmagamento + DMEM. E, F) Lados contra e ipsilateral a lesdo no grupo esmagamento + CTM. Barra

de escala = 50um.
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Figura 16. Representacdo grafica da quantificacdo da cobertura sinaptica quatro semanas
apds a lesdo. Observa-se uma significativa reducao do processo de eliminacdo sindptica no grupo

tratado com CTM.
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5.5 - BALANCO SINAPTICO EXCITATORIO / INIBITORIO

Para detectar possiveis alteracdes no balanco excitatorio/inibitério das terminagdes nervosas
que chegam aos corpos celulares dos motoneurdnios, apés o esmagamento das raizes motoras e com
o tratamento com CTM, foi feita uma analise imunoistoquimica da presenca das proteinas VGLUT1
(marcador de terminagdes glutamatérgicas) e GAD 65 (marcador de terminagcdes GABAérgicas) no

nucleo motor da coluna ventral da medula espinal quatro semanas apdés a lesao.

5.5.1 - Terminacdes nervosas glutamatérgicas — inputs excitatorios

A figura 17, mostra a imunomarcacao da superficie celular dos motoneurénios para a proteina
VGLUT1. E possivel observar que ha similaridade entre os lados contralaterais & lesao. A intensidade
da expressao de VGLUT1 foi drasticamente reduzida na superficie dos motoneurdnios cujos axdnios
foram esmagados, em todos os grupos estudados e na mesma proporgdo. Tal resultado demonstra
que a perda de terminais glutamatérgicos que chegam aos corpos dos motoneurdnios, acontece em

uma mesma taxa para todos os grupos.

Foi calculada a raz&do percentual da densidade integrada de pixels entre os lados ipsi e
contralateral de cada grupo (esmagamento: 61,68% * 2,50%; esmagamento + DMEM: 57,99% +

3,42%; esmagamento + CTM: 58,19% = 5,81%; p=0,7832; Figura 18).
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Figura 17. Andlise imunoistoquimica da coluna anterior da medula espinal marcada com anti-
VGLUT1 quatro semanas apés a lesdo. Observa-se em todos os grupos grande reducdo na expressao
de VGLUT1. Nao se observa diferengas no padrao da marcagao entre os trés grupos. A, B) Lados
contra e ipsilateral a lesdo do grupo esmagamento. C, D) Lados contra e ipsilateral a lesdo do grupo
esmagamento + DMEM. E, F) Lados contra e ipsilateral a lesdo do grupo esmagamento + CTM. Barra

de escala = 50um.
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Figura 18. Representacdo grafica da quantificacdo da cobertura sinaptica por terminacées

glutamatérgicas quatro semanas apos a lesdo. Nao ha diferenca significativa entre os grupos.

5.5.2 - Terminacoes hervosas gabaérgicas/glicinérgicas — inputs inibitorios

A figura 19, mostra a imunomarcagao da superficie celular dos motoneurdnios para a proteina
GADS65. E possivel observar que ha similaridade entre os lados contralaterais & lesdo. A intensidade
da expressdo de GAD65 foi reduzida, na superficie dos motoneur6nios cujos axdnios foram
esmagados, em maior proporcdo nos grupos esmagamento e esmagamento + DMEM

comparativamente ao grupo tratado com CTM.
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Foi calculada a razao percentual da densidade integrada de pixels entre os lados ipsi e
contralateral de cada grupo (esmagamento: 68,35% * 1,97%; esmagamento + DMEM: 69,29% =+

2,33%; esmagamento + CTM: 79,52% + 1,59%; p=0,0032 ; Figura 20).
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Figura19. Analise imunoistoquimica da coluna anterior da medula espinal marcada com anti-
GADG65 quatro semanas apds a lesdo. Observa-se maior reducdo na imunoreatividadede GAD65 no
lado ipsilateral a lesdo nos grupos esmagamento e esmagamento + DMEM, comparativamente ao
grupo esmagamento + CTM que apresentou menor redugdo da marcacao. A, B) Lados contra e
ipsilateral a lesdao do grupo esmagamento. C, D) Lados contra e ipsilateral a lesdo do grupo
esmagamento + DMEM. E, F) Lados contra e ipsilateral a lesdo do grupo esmagamento + CTM. Barra

de escala = 50um.
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Figura 20. Representacdo grafica da quantificacdo da cobertura sinaptica para terminagdes
GABAérgicas quatro semanas apds a lesdo. Observa-se uma maior eliminacdo de terminacdes
GABAérgicas nos grupos esmagamento e esmagamento + DMEM comparativamente ao grupo tratado

com CTM.
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5.6 - REGENERACAO NERVOSA

5.6.1 - Area do nervo isquiatico

Foi calculada a area do nervo isquiatico para cada grupo experimental (contralateral 5,400 %
0,38 x10° pm? esmagamento 5,43 + 0,20 x10°> um?; esmagamento + DMEM 4,29 + 0,18 x10° pm?;
esmagamento + CTM 5,63 + 0,36 x10° pm? p=0,0235 ; Figura 21). O grupo tratado com DMEM

apresentou menor area do que o tratado com CTM. Nao houve diferenca entre os demais grupos.
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Figura 21. Representacdo grafica da area do nervo isquidtico 12 semanas apds a lesao.

Observa-se uma menor area no grupo tratado com DMEM, em relagdo ao grupo tratado com CTM.

5.6.2 - Quantificacdo das fibras mielinicas

Apos o periodo de 12 semanas, estimou-se que 0s nervos contralaterais a lesdo tinham, em
média, 9.002+ 492,6 axénios mielinicos, o grupo esmagamento apresentou 8.648+ 359,3, no grupo
esmagamento + DMEM obteve-se cerca de 7.639+ 530,3, ja no grupo esmagamento + CTM obteve-se

aproximadamente 10.150+ 679 axdnios mielinicos (Figura 22).
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O tratamento foi significativo para o nudmero de fibras mielinicas (p=0,0300%). Mais

especificamente, a diferenca se deu entre os grupos tratados com DMEM e com CTM.

inicas
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Figura 22. Numero de fibras mielinicas estimadas para o nervo isquiatico 12 semanas ap6és a

lesdo. O grupo tratado com DMEM apresenta menor nimero de fibras mielinicas em comparacéo ao

grupo tratado com CTM.

5.6.3 - Parametros morfométricos

Diametro das fibras (DF):

Os nervos do grupo contralateral apresentaram fibras mielinicas com didametros variando entre

1um e 17um, com média igual a 7,89+0,22um. As maiores porcentagens de fibras foram observadas

entre as freqiéncia 4 e 12 um, o que corresponde a 86,22% do total. As demais fibras, 13,78%

restantes, estavam distribuidas nas outras classes de freqiiéncias (Figura 23).
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Quanto ao grupo esmagamento, fibras mielinicas apresentaram o didmetro variando entre 1um
e 17um, com média igual a 6,42 £ 0,16um. As maiores porcentagens de fibras foram observadas entre
as frequiéncia 3 e 9 um, o que corresponde a 77,96% do total. J& as outras fibras que completam este

grupo denotam 22,04% (Figura 23).

As amostras derivadas dos animais do grupo esmagamento + DMEM obtiveram o DF variando
entre 1um e 16um, atingindo a média de 5,98 = 0,27um. Os intervalos de frequéncia com mais
ocorréncia apareceram entre 3 € 9um, representando 77,69% das fibras. O restante consiste de

22,31% do total (Figura 23).

No grupo esmagamento + CTM, o DF variou entre 1um e 17um, com média de 6,67 + 0,14um.
A maioria das fibras mielinicas encontraram-se nos intervalos de freqiéncia 3 a 10um, o que
corresponde a 83,41%. As fibras nos outros intervalos de freqiéncia representam 16,59% do total

(Figura 23).

Com relacao a analise estatistica intergrupos, ndo houve diferenga significativa entre os grupos
esmagamento, esmagamento + DMEM e esmagamento + CTM. Porém esses trés grupos

apresentaram diferengas em relacao aos de nervos contralaterais a leséo.

O grupo esmagamento foi diferente do contralateral nos intervalos de frequéncia de 3um (**), 4

um (%), 11pm (%) e 12um (™).

Ja o grupo esmagamento + DMEM foi diferente estatisticamente do grupo contralateral nos

intervalos de frequéncia de 2um (*), 3um (***), 4 um (**), 11um (**) e 12um (***).

O grupo esmagamento + CTM diferiu do contralateral apenas nos intervalos de frequéncia de

3um (**) e 12um (**).
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Figura 23. Distribuicdo de freqiéncia do diametro das fibras (DF) mielinicas nos diferentes

grupos experimentais, 12 semanas apdés a leséo.

Diametro dos axonios mielinicos (DAM):

Os nervos do grupo contralateral apresentaram axdnios mielinicos com diametros variando
entre 1um e 15um, com média igual a 5,45 = 0,33um. As maiores porcentagens de axénios foram
observadas entre as freqiéncia 3 e 9 um, o que corresponde a 85,18% do total. Os demais axénios,
14,2% restantes, estavam distribuidas nas outras classes de frequéncias (Figura 24).
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Quanto ao grupo esmagamento, axonios mielinicos apresentaram o didmetro variando entre
ium e 15um, com média igual a 4,53 + 0,16um. As maiores porcentagens de axoénios foram
observadas entre as freqiéncia 2 e 7 um, o que corresponde a 82,07% do total. Ja os outros axénios

que completam este grupo denotam 17,93% (Figura 24).

As amostras derivadas dos animais do grupo esmagamento + DMEM obtiveram o DAM
variando entre 1um e 14um, atingindo a média de 4,08 + 0,21um. Os intervalos de frequéncia com
mais ocorréncia apareceram entre 2 e 7 um, representando 84,47% das fibras. O restante consiste de

15,53% do total (Figura 24).

No grupo esmagamento + CTM, o DF variou entre 1um e 15um, com média de 4,72 + 0,24um.
A maioria dos axénios mielinicos encontraram-se nos intervalos de freqiiéncia 2 e 8 um, o que
corresponde a 87,83%. Os axdnios nos outros intervalos de freqiiéncia representam 12,17% do total

(Figura 24).

Com relacao a analise estatistica observou-se que ndo houve diferenca significativa entre os

grupos, com excessao do grupo esmagamento + DMEM em relagcao ao grupo contralateral.

Ja o grupo esmagamento + DMEM foi diferente estatisticamente do grupo contralateral nos

intervalos de frequéncia de 2um (**), 3um (*) € 8 um (*).
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Figura 24. Distribuico de freqiiéncia do diametro dos axdéniosmielinicos (DAM) nos diferentes

grupos experimentais, 12 semanas apdés a leséo.

Espessura da bainha de mielina (EBM):

Os nervos do grupo contralateral apresentaram espessura da bainha de mielina variando entre
0,2um e 3um, com média igual a 1,22 £ 0,09um. As maiores porcentagens foram observadas entre as
freqiiéncia 0,6 a 1,8um, o que corresponde a 77,79% do total. As demais classes de espessura,
22,21% restantes, estavam distribuidas nas outras classes de freqtiéncias (Figura 25).
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Quanto ao grupo esmagamento, axbnios mielinicos apresentaram espessura da bainha de
mielina variando entre 0,2um e 3um, com média igual a 0,95 + 0,05um. As maiores porcentagens
foram observadas entre as freqiéncia 0,4 a 1,4um, o que corresponde a 83,11% do total. J& as outras

fibras que completam este grupo denotam 16,89% (Figura 25).

As amostras derivadas dos animais do grupo esmagamento + DMEM obtiveram a EBM
variando entre 0,2um e 3um, atingindo a média de 0,95 £ 0,06um. Os intervalos de frequéncia com
mais ocorréncia apareceram entre 0,4 a 1,6um, representando 88,39% das fibras. O restante consiste

de 11,61% do total (Figura 25).

No grupo esmagamento + CTM, a EBM variou entre 0,2um e 3um, com média de 0,97 *
0,09um. A maioria das espessuras encontraram-se nos intervalos de freqiiéncia 0,4 a 1,4um, o que
corresponde a 80%. As fibras nos outros intervalos de frequéncia representam 20% do total (Figura

25).

Com relacdo a analise estatistica intergrupos, observou-se que nao houve diferenca
significativa entre os grupos esmagamento, esmagamento + DMEM e esmagamento + CTM. Porém

esse trés grupos apresentaram diferencas em relagdo ao grupo de nervos contralaterais a lesao.

O grupo esmagamento foi diferente do contralateral na espessura de mielina no intervalo de

0,6pum (***).

Ja o grupo esmagamento + DMEM foi diferente estatisticamente do grupo contralateral na

espessura de mielina nos intervalos de frequéncia de 0,4um (***) e 0,6pum (***).

O grupo esmagamento + CTM diferiu do contralateral na espessura de mielina nos intervalos

de frequéncia de 0,4um (*) e 0,6pum (**).
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Figura 25. Distribuicao de freqiiéncia da espessura da bainha de mielina (EBM) nos diferentes

grupos experimentais, 12 semanas apdés a leséo.

Razao "g" (RZG):

Os nervos do grupo contralateral apresentaram razdo “g” variando entre 0,2 e 1, com média

igual a 0,68 + 0,02. As maiores porcentagens foram observadas entre as frequéncias 0,6 a 0,9 o que
corresponde a 93,67% do total. As demais classes de espessura, 6,33% restantes, estavam

distribuidas nas outras classes de freqiéncia (Figura 26).
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Quanto ao grupo esmagamento, axdnios mielinicos apresentaram espessura da bainha de
mielina variando entre 0,1um e 1um, com média igual a 0,70 + 0,02. As maiores porcentagens foram
observadas entre as freqiéncia 0,6 a 0,9, o que corresponde a 92,57% do total. J& as outras fibras

que completam este grupo denotam 7,43% (Figura 26).

As amostras derivadas dos animais do grupo esmagamento + DMEM obtiveram a EBM
variando entre 0,1 e 1, atingindo a média de 0,67 £ 0,01. Os intervalos de frequéncia com mais
ocorréncia apareceram entre 0,6 a 0,9, representando 89,89% das fibras. O restante consiste de

10,11% do total (Figura 26).

No grupo esmagamento + CTM, a EBM variou entre 0,1 e 1m, com média de 0,69 + 0,02. A
maioria das espessuras encontraram-se nos intervalos de frequéncia 0,6 a 0,9, o que corresponde a

91,03%. As fibras nos outros intervalos de freqiiéncia representam 8,97% do total (Figura 26).

Com relagao a andlise estatistica intergrupos nao houve diferenga significativa entre os grupos.
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Figura 26. Distribuicdo de freqliiéncia da razao “g” (RZG) nos diferentes grupos experimentais,

12 semanas apdés a leséao.

Desta forma, o grupo tratado com DMEM apresentou nervo com menor area € menor numero
de fibras mielinicas do que o tratado com CTM. A morfometria revelou fibras menores e com menor
mielinizagao nos trés grupos lesionados, em comparag¢ao ao nervo contralateral a lesédo. Nessa andlise
nao houve diferenca estatistica entre os diferentes tratamentos, embora seja possivel observar uma
tendéncia das distribuicdes de freqiéncia do grupo tratado com CTM serem mais semelhantes ao

grupo contralateral que aos grupos esmagamento e esmagamento + DMEM (Figura 27).
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Figura 27. Vista panoramica dos nervos observados por microscopia de luz,12 semanas apés

a lesdo. E possivel notar diminuicao do nimero de fibras mielinicas no grupo tratado com DMEM, em
relacdo ao tratado com CTM. Ainda, todos os grupos lesados apresentam maior niumero de axénios

com menor diametro e menor mielinizagdo, comparados ao nervo contralateral. Escala: 10um.

92



5.7 — FUNCAO MOTORA

A recuperacado da funcao motora, apdés uma lesdo nervosa, € produto da regeneracado dos

axonios.

Para o célculo do indice funcional do nervo fibular (Figura 28), foram utilizados dois
parametros: a distancia entre o primeiro e o quinto dedo (largura da pata), bem como entre o

terceiro dedo e o calcanhar (comprimento da pata).

O comprimento da pata ndo se mostrou diferente entre os grupos experimentais, durante as 12
semanas de analise. Ja a largura da pata apresentou diferenca entre os grupos esmagamento +

DMEM e esmagamento + CTM, apenas 4 semanas apos a lesdo (p<0,001) (Figura 28).

Como resultado da interagao entre comprimento e largura da pata, dada pela férmula do indice
funcional do nervo fibular, 0 mesmo apresentou diferenca entre os grupos esmagamento + DMEM e

esmagamento + CTM, também apenas 4 semanas apds a lesao (p<0,01) (Figura 28).
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Figura 28. Anadlise da funcdo motora dos animais 12 semanas ap6s a lesdo. O comprimento
(A) e largura (B) da pata sdo expressos na forma de razdo percentual entre os valores ipsilateral /
contralateral a lesdo. O grafico C representa valores do indice funcional do nervo fibular. E possivel
observar diferenca significativa entre os grupos tratados com DMEM e com CTM, na quarta semana,

quanto a largura da pata e indice funcional do nervo fibular.

Foram também analisadas a maxima pressao exercida pela pata (Figura 29) e o comprimento

da passada (Figura 30) dos membros posteriores, dos animais dos trés grupos, com sobrevida de 12
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semanas. Os dados sao expressos na forma de razdo percentual entre os valores ipsilateral /

contralateral a lesao.

O tratamento se mostrou significativamente positivo para a maxima pressao exercida pelas
patas posteriores (p=0,0063). O grupo esmagamento + DMEM foi pior que do grupo esmagamento 5 e

6 semanas apds a lesdo e pior que o grupo esmagamento + CTM 3, 5 e 6 semanas apos a lesao

(Figura 29).
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Figura 29. Andlise da funcdo motora dos animais 12 semanas ap06s a lesao. Representacao

grafica dos valores da razao ipsi/contralateral referente a pressdo maxima exercida pela pata.

O tratamento se mostrou significativamente eficaz em relagdo a recuperacdao do comprimento
da passada (p=0,0029). O grupo esmagamento + DMEM foi pior que o grupo esmagamento, 4 e 6

semanas apos a lesao e pior que o grupo esmagamento + CTM nos mesmos periodos (Figura 30).
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Figura 30. Andlise da fungdo motora dos animais 12 semanas apos a lesdo. Representacéo

grafica darazao ipsi/contralateral referente ao comprimento da passada.
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6.1- CTME A SOBREVIVENCIA NEURONAL

Experimentalmente, a degeneracao neuronal pode ser induzida, em motoneurdnios medulares,
através da avulsdo ou esmagamento de raizes ventrais na superficie da medula espinal. Ambas as
lesbes tém efeito nos respectivos segmentos da medula espinal, havendo degeneracao de axdnios
motores, perda de sinapses, deterioracdo de conexdes locais segmentares, morte de células nervosas
e reagdes em células nao neuronais, com a formagao de uma cicatriz inibidora do crescimento axonal,
a chamada cicatriz glial (Carlstedt, 2008).

Com a avulsao da raiz, a perda de conexdao do motoneurdnio com seu alvo periférico gera
interrupcao de fornecimento aos motoneurdnios, de fatores neurotréficos produzidos pelo alvo, que
juntamente com o trauma vascular levam a excitoxidade, o que drasticamente reduz o numero de
motoneurdnios até cerca de 80% da populagdo normal, dentro das primeiras duas semanas apds a
lesao (Koliatsos et al, 1994). O tipo de injuria € de grande importancia para a quantidade de células
que degeneram. No presente estudo, em que a lesdo (esmagamento) € menos severa que a avulsao
obtivemos, apds quatro semanas, um menor indice de morte neuronal comparativamente a avulsao,
onde cerca de 51% dos neurdnios degeneraram. Tal resultado era esperado e indica que o modelo
experimental € adequado para a investigacao dos efeitos retrogrados resultantes da axotomia proximal
por compressao.

A forma de morte dos motoneurénios depende de varios fatores. A opinido consensual é que
tanto a morte celular programada quanto a necrose possam contribuir para a morte neuronal (Li et al.,
1998; Wu, 2000; Chu e Wu, 2009). Motoneurénios avulsionados mostram danos necréticos, como a
desintegracdo da membrana celular, ativacdo de macréfagos e ativagcdo do sistema complemento
durante a fase inicial ap6s a lesao (Wu, 2000; Ohlsson e Havton, 2006, Chu e Wu, 2009). Na fase
posterior, motoneurénios com dano sao caracterizados por morte por apoptose, pela fragmentacao do
DNA, cromatélise, nucleo atréfico, tamanho reduzido da soma, acumulo de neurofilamentos

fosforilados no pericario e teste de TUNEL positivo (Koliatsus et al., 1994; Martin et al., 1999; Wu,
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2000; Chu e Wu, 2009). Outros mecanismos que conduzem a morte do motoneur6nio, tais como a
resposta inflamatéria a axotomia, por meio de ativagcao da microglia por citocinas, também tém sido

descrito (Olsson et al., 2000).

Motoneurdnios axotomizados aumentam a expressao de genes e proteinas relacionados com a
sobrevivéncia e regeneragdo. Ja os motoneurbnios avulsionados, adotam vias de apoptose,
superexpressam genes que remodelam o ambiente extracelular para regeneracdo e clivam pro-
neurotrofinas para modular positivamente os seus efeitos benéficos (Hu et al., 2002; Chu e Wu, 2009).
Reducéo nos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) também protege as células de morte celular por
excitotoxicidade, dependente deste tipo de receptor (Piehl et al., 1995; Rameau et al., 2003; Chu e Wu,
2009). Expressao de varios fatores troficos (Hammarberg et al., 1998; Chu e Wu, 2009) e seus
receptores nos motoneurdnios lesados sugerem que as células tentam sobreviver e se regenerar. A
expressao de fatores neurotréficos é fortemente induzida como parte da resposta inflamatéria mediada
pela infiltracao de macrofagos e ativagao e liberacao de citocinas (Korsching, 1993; Gu et al., 2005).

Fatores neurotréficos sdo moléculas que tém impacto significativo em eventos de
desenvolvimento, como a sobrevivéncia celular, diferenciacéo e crescimento (Snider e Johnson, 1989;
Chu e Wu, 2009). Proporcionar substancias neurotréficas aos pacientes com lesao de raizes nervosas
pode ser uma opcao para resgatar neurbnios da medula espinal, antes que a conectividade com a
periferia seja estabelecida. Contudo, a producéo de fatores neurotréficos em larga escala, bem como
seus significativos efeitos colaterais quando administrados em grandes quantidades, dificulta sua
utilizagao clinica. Além disso, ha necessidade de um gradiente proximo-distal que possibilite a
quimiotaxia para um crescimento guiado dos axbnios em regeneracao, inclusive para que estes
deixem o territério do SNC e se desenvolvam no SNP (raizes nervosas e nervos espinais, por

exemplo).

Nesse sentido, CTM sintetizam varios fatores de crescimento neurotroficos e angiogénicos,

incluindo BDNF, GDNF, NGF, IGF, GM-CSF, FGF2, TGF, bFGF, HGF, angiopoietina e VEGF (Rubina
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et al.,, 2009; Lopatina et al., 2011; Kalinina et al.,, 2011). Células injetadas localmente na area
danificada podem também liberar microvesiculas / exossomos que sao enriquecidas em lipidios
bioativos (esfingosina-1-fosfato) e podem promover, tanto a vascularizagao de érgaos danificados,

quanto inibicdo de apoptose (Ratajczak et al., 2010).

Numerosos estudos demonstraram que o BDNF é um fator de sobrevivéncia potente para
neur6nios motores em desenvolvimento e lesados in vitro e in vivo (Oppenheim et al., 1992; Sendtner
et al., 1992; Henderson et al., 1993; Koliatsos et al., 1993; Chu e Wu, 2009). Além disso, promove 0
brotamento e crescimento axonal (Novikov et al., 1997; Streppel et al., 2002; Boyd e Gordon, 2003;

Chu e Wu, 2009).

O GDNF é um fator tréfico derivado de nervos periféricos e musculo. E o fator mais potente até
agora identificado, 75 vezes mais potente do que o BDNF em ensaio de sobrevivéncia de
motoneurdnios (Henderson et al., 1994; Chu e Wu, 2009). GDNF é capaz de regular negativamente
nNOS em 2 e 4 semanas apds avulsao e resgatar a maioria dos neurénios motores, quando aplicado
antes de duas semanas, mas nao ap6s quatro semanas (Zhou et al, 2006; Chu e Wu, 2009). Essa
neurotrofina também tem papel importante na promogao da regeneragcdo axonal na lesdo de nervo
periférico. A injecao de AAV (adenovirus associado) que codifica 0 GDNF, no segmento avulsionado
lombar, resgatou motoneur6nios avulsionados e aumentou brotamentos, embora nao tenha promovido
a regeneracao dos axbnios na raiz reimplantada nem tenha promovido a recuperacao funcional (Blits
et al., 2004; Chu e Wu, 2009). Aplicacao via intratecal, ap6s avulsédo e reimplante de raizes nervosas
lombares, promoveu sobrevivéncia neuronal e regeneracao (Bergerot et al., 2004; Chu e Wu, 2009).

Os mais estudados FGFs envolvidos na sobrevivéncia neuronal sdo o FGF-1 (FGF acido) e
FGF-2 (FGF basico). Estudos experimentais no SNC e SNP revelaram que FGF exdgeno pode
aumentar a sobrevivéncia de motoneurénios apds injuria (Anderson et al., 1988; Haastert et al., 2006;
Chu e Wu, 2009). FGF-2, o mesmo tipo secretado por CTM, pode promover sobrevivéncia a longo-

prazo de motoneurdnios intermédio-laterais e do corno ventral, porém a funcdo nao foi restabelecida,
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mostrando que o FGF nao contribui para a regeneracao, apenas para a sobrevivéncia (Teng et al.,
1999; Chu e Wu, 2009).

HGF foi descoberto como um fator neurotréfico e quimioatrativo axonal para motoneur6nios
espinais. Seus beneficios sao atribuidos a supressao da caspase-1, iINOS e reducao da gliose. HGF
foi administrado em modelo de avulsdo, por infeccdo adenoviral, promovendo maior sobrevivéncia
neuronal (Hayashi et al., 2006; Chu e Wu, 2009).

Apoés injuria da medula espinal, ocorre diminuicdo do fluxo sanguineo, com consequente
diminuicdo da perfusdo de oxigénio e nutrientes aos tecidos nervosos, degradando as funcdes do
mesmo. Embora a hipéxia afete diretamente neurdnios, ela também induz respostas fisioldgicas de
protecdo, pela ativagdo de genes induzidos por hipdxia. Estes podem proteger a célula contra
apoptose e recuperar o fluxo sanguineo por neovascularizagcdo. Um importante fator angiogénico
induzido por hipéxia € o VEGF, que também é conhecido por regular a neuroprotecao. An et al., 2010
demonstraram que CTM produzem VEGF, sendo um importante elo para recuperacao funcional apés
lesdo. Esses resultados indicam o VEGF como o principal mediador de protecao neuronal contra
hipdéxia. VEGF pode, ainda, resgatar motoneurdnios apds exposicdo crbnica a excitotoxicidade

glutamatérgica, em cultura organoctipica (Tolosa et al., 2008; Chu e Wu, 2009).

Uma outra interpretacdo para a neuroprotecao , por terapia celular, é que as CTM tornariam os
motoneurénios menos vulneraveis aos efeitos lesivos induzidos pela lesdo. Um possivel mecanismo
de degeneracao dos motoneurénios, apos a lesao, esta relacionado ao dano oxidativo mediado por
peroxinitrito e ao acumulo de neurofilamentos fosforilados (Martin et al., 1999). Tem-se relatado que a
atividade da 6xido nitrico sintase seja induzida em motoneurdnios medulares apos lesdes, 0 que
sugere um importante papel dessa enzima na iniciagdo da morte neuronal (Ruan et al., 1995). Além
disso, foi visto que o tratamento de animais apds avulsdo, com vetores virais codificantes para BDNF e
GDNF foi capaz de suprimir a atividade da éxido nitrico sintase e consequentemente diminuir a

degeneracao (Watabe et al., 2000; Sakamoto et al., 2003; Watabe et al., 2005). A produgéo de fatores
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neurotréficos pelas CTM poderia contribuir para a diminuicdo da atividade desta enzima e,

consequentemente, gerar neuroprotecao.

6.2 - CTM E A PLASTICIDADE SINAPTICA

A maioria dos motoneurdnios axotomizados proximalmente reduzem o tamanho dos ramos
dendriticos (Linda et al., 1992; Chu e Wu, 2009) e conexdao com neurdnios vizinhos, por sinapses
excitatérias (Linda et al., 2000; Chu e Wu, 2009). Essas mudangas morfolégicas deixam a célula em

situagao de pausa funcional, visando reparo (Cullheim et al., 2002; Chu e Wu, 2009).

Em nosso estudo, a terapia com CTM além de promover a sobrevivéncia dos motoneurénios,
cujos axb6nios foram transeccionados pelo esmagamento das raizes ventrais, influenciou na
organizagao dos inputs sinapticos. Assim, os animais que receberam células tronco apresentaram uma
significativa reducdo do destacamento das sinapses. Esse fato pode estar relacionado a producéo de
BDNF pelas CTM que, segundo Novikov et al. (2000), previne o destacamento de sinapses apés
avulsdo e restabelece a frequéncia e a cobertura sinaptica, apds tratamento com BDNF ex6geno.
Apesar da presente terapia celular ndo prevenir a perda inicial das sinapses, a presenca da maioria é
mantida, até quatro semanas apds a lesdo. Uma outra possibilidade a ser considerada € que o
tratamento com CTM reduz a reacao astroglial, a qual participa diretamente do destacamento das
sinapses na superficie do motoneurdnio (Hell et al., 2009). Desta forma, a atenuagdo da astrogliose
reativa pode ser um dos mecanismos envolvidos na reducao da eliminagao sinaptica.

A perda de inputs sinapticos no corpo neuronal acontece preferencialmente para os inputs
excitatorios, deixando as células sob influéncia inibitéria durante o processo de reparo. Esses eventos
mostram uma mudancga no metabolismo nos motoneurdnios injuriados, passando este do papel de
elemento final para a via motora para o estado onde o principal objetivo é sobreviver e produzir novos

axbnios (Carlstedt, 2009).
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Os motoneurdnios que sofreram injurias estdo destinados a morte como resultado de um
aumento de sensibilidade as influéncias excitatérias, assim, pode-se resgatar um significativo numero
de motoneurdnios através da reducao de efeitos excitatorios (Mentis et al., 1993; Greensmith e
Vrbova, 1996). Nesse sentido, Pinter et al. (2010) propuseram, em seu estudo,o uso da droga riluzole
(2-amino-6-trifluoromethoxy benzothiazole), que € um componente que age no bloqueio de canais de
Na* e Ca®* dependente de voltagem, para ativar canais de K*, inibindo a liberagéo de glutamato pré-
sinaptico (Doble, 1996 ; Duprat et al., 2000). Riluzole foi capaz de efetivamente reduzir o dano
neuronal isquémico na medula espinal (Lang- Lazdunski et al., 1999) e prevenir a morte de
motoneurdnios in vitro, apos exposicao a agonistas glutamatérgicos (Estevez et al., 1995). Sua agéo
leva a reducao consideravel da excitabilidade dos neur6nios lesados (Pinter et al., 2010).

No presente estudo, o esmagamento de axénios de motoneurdnios muito proximalmente, fez
com que grande extensdo das terminacdes pré-sindpticas se retraissem. Com o tratamento com
células tronco, menos terminagdes foram destacadas porém, observou-se que esse destacamento nao
foi igual para inputs excitatorios e inibitérios. Os inputs excitatérios glutamatérgicos foram eliminados
com mesma intensidade pelos trés grupos analisados, enquanto que os inputs inibitérios GABAérgicos
foram menos destacados pelo grupo tratado com células tronco. Ou seja, a preservagao de sinapses
no grupo tratado com CTM foi majoritariamente de inputs inibitérios. Se o contrario acontecesse, a
célula ficaria mais exposta aos efeitos toxicos do glutamato em excesso. Sendo assim, sugerimos o
papel neuroprotetor das células tronco , contra a excitotoxicidade glutamatérgica, resultando em menor
perda de células nervosas.

Essa protecao poderia ser explicada pela produgao de BDNF pelas CTM. Novikov et al.(2000)
administraram BDNF exdgeno,notando que o mesmo sustenta principalmente terminacdes nervosas
inibitérias, enquanto teve pouco efeito sobre terminacdes excitatorias. Assim, os resultados sugerem
que o BDNF desloca o equilibrio entre as sinapses excitatérias e inibitérias dos motoneurénios para
um dominio de inibicao. Ja foi previamente relatado que neurotrofinas podem induzir a formagao de
sinapses inibitorias in vitro e modular a transmissao sinaptica GABAérgica. No entanto, uma vez que
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BDNF também melhora a transmissao glutamatérgica e pode despolarizar neurbnios tao rapidamente
quanto o neurotransmissor glutamato, a infusdo de BDNF poderia induzir uma hiperativacao de
sinapses excitatorias, o0 que poderia, por sua vez, desencadear mecanismos compensatérios que
conduzem a uma diminuigdo do numero de terminais excitatérios e de um nuimero aumentado de
terminais inibitérios. Sendo assim, sugerimos que a producao de BDNF pelas CTM possa contribuir,
conjuntamente com outros fatores, para modificar as circuitarias sinapticas junto ao motoneurdnio
lesionado, fazendo com que esses conservem mais inputs inibitérios, sofrendo menos com a
excitotoxicidade.

Uma outra substancia que poderia estar envolvida nesse contexto é o TGF-B, também
secretado por CTM, que desempenha bem estabelecidos papéis como fator neurotréficos
neuroprotetor. Descobertas recentes tém indicado que as vias de sinalizacdo do TGF-B estédo
envolvidos na modulagdo da transmissdo sinaptica excitatéria e inibitéria no cérebro de mamiferos
adultos. Sua sinalizacdo esta envolvida na regulacdo do crescimento de neuritos e na formacéo de
sinapses (Krieglstein et al., 2011).

Uma outra forma de protecao de neurbnios contra a excitotoxicidade, através da administragao
de CTM apos lesao, foi descrita por Voulgari-Kokota et al. (2012). Essa neuroprotecao se deu através
da reducédo da sensibilidade neuronal para ligantes dos receptores glutamatérgicos e alteracao da
expressao génica, sugerindo uma ligacao entre os efeitos terapéuticos das CTM e a ativagdo da

plasticidade no SNC injuriado.

6.3 — CTM, REGENERACAO NERVOSA E RECUPERACAO FUNCIONAL

A cicatriz astroglial tem papel fundamental na falha dos ax6nios centrais regenerarem
eficientemente apds lesdo. Isso contrasta com axdnios periféricos que, dadas condigdes do
microambiente, regeneram com relativa facilidade. A regeneracao periférica depende da sobrevivéncia
do neur6nio axotomizado, entrada dos axdnios em regeneragao nos tubos endoneurais, que provém
via de orientagdo para o crescimento guiado, na presenca de componentes da matriz extracelular
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favoraveis, como laminina, que prové um substrato adequado para os axénios elongarem (Fraher,
1998). Eles também sao influenciados por fatores tréficos derivados do nervo, ou do alvo, que podem
aumentar a especificidade da reinervacao e a influéncia tréfica, como pelo NGF derivado de células de
Schwann (Liuzzi e Tedeschi, 1991; Fraher, 1998).

No caso de esmagamento de raiz nervosa, o axbnio deve regenerar inicialmente dentro do
SNC, atravessando a cicatriz glial formada na borda da medula até encontrar a saida do SNC através
da raiz ventral e, entdo, regenerar seu axonio rumo a reinervagdo do alvo, através do SNP. A
regeneragcao periférica tem mais sucesso em casos de injuria por esmagamento, onde as fibras
nervosas sao interrompidas, porém nao os tubos endoneurais. No SNC a situagao é bem diferente, os
axbnios também tentam crescer novamente apds a lesdo, mas os brotamentos em regeneracao sao
mal sucedidos em se desenvolver, devido a estimulos aversivos, provenientes de moléculas da matriz
extracelular. A falta de um equivalente claramente definido dos tubos endoneurais no SNC tem sido
tradicionalmente considerado um fator importante na consequiente auséncia de substrato orientado,
que serviria como via de orientagdo para os axoénios. A falha na regeneragcao também é parcialmente
explicada pela inibicdo por produtos derivados da quebra da mielina. Processos astrocitarios no local
da injuria também impedem a regeneracao (Fraher, 1998).

Regeneracdo, sem intervengcédo externa, parece ocorrer em certa medida, pelo menos em
situacdes especificas. Um exemplo sdo os préprios axdnios dos motoneurdnios medulares que,
mesmo em pequena porcentagem, conseguem atravessar o funiculo anterior, em direcao a zona de
transicdo (Fraher, 1998). Apds a transecgdo experimental no gato, alguns destes axdnios se
regeneraram através da cicatriz glial no SNC e repovoam raizes ventrais (Risling et al 1983, 1992,

1993; Carlstedt et al 1988; Fraher, 1998).

Dado que ax6nios motores tem que transpor uma longa distancia para reinervar seu alvo, a
sobrevivéncia a longo prazo é essencial. Assim, manter o nivel de fatores troficos € crucial para a

sobrevivéncia do motoneurdnio durante a regeneracdo. Fatores tréficos que podem melhorar o
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brotamento em motoneurénios aumentam a probabilidade de um axénio se associar com células de
Schwann na periferia. Idealmente, os fatores que proporcionam efeitos quimiotaticos ou neurotréficos
para os axénios podem orienta-los para regenerar em direcdo ao alvo (Chu e Wu, 2009). Nesse
sentido, a producao de BDNF, GDNF e IGF pelas CTM pode contribuir para a regeneragao.

BDNF promove a mielinizagao in vitro (Yamauchi et al., 2004; Chu e Wu, 2009). A neutralizagao
do BDNF enddgeno reduz o comprimento de axénios regenerados e reduz axénios mielinizados, apos
esmagamento do nervo isquiatico (Zhang et al., 2000; Chu e Wu, 2009). Por outro lado, a aplicagao
exégena de BDNF sustenta regeneracdo de axdnios motores a longo prazo, em especial com a
administracéo continua (Boyd e Gordon, 2003; Chu e Wu, 2009). Uma melhora no didmetro de axénios
mielinicos e recuperacgao funcional foi documentada apds administracdo de BDNF, apds transeccao

periférica do nervo isquiatico (Lewin et al., 1997; Lang et al., 2008).

A aplicagéo via intratecal de GDNF, apds avulsdo e reimplante de raizes nervosas lombares,
promoveu sobrevivéncia neuronal e regeneracao (Bergerot et al., 2004; Chu e Wu, 2009). Ja o IGF
tem poder sobre a sobrevivéncia neuronal bem pequeno, porém é bastante efetivo no crescimento
axonal. A infusao de IGF, apds o esmagamento do nervo isquiatico em ratos adultos, aumentou a taxa
de regeneracao de axénios (Kanje et al., 1989; Near et al., 1992; Chu e Wu, 2009).

Adicionalmente aos fatores neurotréficos, um grupo de moléculas essenciais para o
crescimento de neuritos e, consequentemente para a sobrevivéncia dos motoneurénios apés uma
lesdo proximal, séo os componentes da matriz extracelular. No nervo periférico, tem sido atribuido a
laminina um importante papel na aderéncia de substratos para o crescimento do axénio. Desta forma,
a presenca da laminina é um fator preponderante para a capacidade regenerativa do neurénio.
Interessantemente, ocorre uma regulagcédo positiva da produgao de receptores para as lamininas no
caso da avulsao de raizes ventrais (Hammarberg et al., 2000). Recentemente, Carvalho et al. (2008)
demonstraram que as CTM expressam laminina in vivo. Este achado poderia ser um indicativo de

outra forma pela qual as CTM contribuem para a sobrevivéncia dos motoneurénios e regenera¢ao dos
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mesmos, como proposto no presente estudo. Assim, experimentos complementares serao necessarios
para investigar tal hipotese.

Além de promover ambiente com componentes favoraveis a regeneragcdo, Wright e
colaboradores (2007), demonstraram que CTM podem promover o crescimento de neuritos através de
substratos inibitérios da regeneracao, através de mecanismos mediados por contato. A adesdo das
CTM tanto com os neuritos em crescimento, quanto com as substancias inibitérias pareceram
desempenhar um papel nesse processo. A frequéncia de crescimento de neuritos foi proporcional ao
numero de CTM situadas na matriz com condroitin-sulfato. Observou-se, ainda, que CTM depositam,
durante a migragao celular, fragmentos de célula sobre o condroitin-sulfato, mascarando os efeitos do
mesmo, permitindo que neuritos posteriormente crescessem por ali, formando um caminho permissivo
no substrato inibitério. Outra possibilidade é que as CTM possam ter depositado moléculas de matriz
permissivas através do substrato inibitério, como fibronectina e colageno tipo I. Alternativamente, CTM
podem ter degradado as moléculas inibitérias. CTM de humanos expressam metaloproteases de
matriz tipo | e metaloprotease 2 e sua atividade enzimética esta envolvida na degradacdo da matriz

durante a migragao dessa célula.

Ainda, CTM modificam o ambiente inflamatério na fase aguda e reduzem efeitos da cicatriz glial
inibitéria na fase subaguda e crénica, promovendo um ambiente permissivo a extensao axonal (Wright
et al., 2011). CTM tém propriedades imunosupressivas, promovendo a reducdo da resposta
inflamatéria aguda a lesdo medular, reduzindo a formagao de cavitagées e diminui¢cdo da reatividade
de astrocitos e microglia/macréfagos (Abrams et al., 2009; Wright et al., 2011), o que pode levar a

recuperacgao funcional seguida da leséo.

No presente estudo, o poder regenerativo das células tronco mesenquimais foi evidenciado,
através da maior quantidade de fibras mielinicas, consequente maior area de nervo e melhor

recuperacdo da funcdo motora. Ainda, na andlise morfométrica, foi observado que o padrdo
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morfoldégico das fibras nervosas do grupo tratado com CTM era mais semelhante ao do grupo
contralateral do que dos demais grupos que sofreram esmagamento.

Essa melhora se fez presente quando em comparagcdo ao grupo tratado com DMEM.
Atribuimos isso a forma de administracdo das células adotada nesse trabalho. A injecdo diretamente
na medula foi escolhida por suprir com um grande numero de células o territorio de lesao, logo apds a
injuria. Em termos de neuroprotecdo, esse grande pool de células foi bastante eficiente em previnir a
morte de neurdnios, diminuir a influéncia negativa da excitotoxicidade glutamatérgica e previnir o
destacamento de sinapses. Porém, observando-se a regeneragao, a lesdo secundaria causada pela
injecao parece ter tornado o cenario regenerativo dentro do SNC mais dificil.

Um aspecto fundamental para a sobrevivéncia neuronal, apdés axotomia proximal, € que o
aporte de fatores neurotroficos deve ser precoce. O tratamento imediato a lesdo pode evitar a morte
dos motoneurénios apds avulsdo (Wu et al., 2003; Gu et al., 2005), ao passo que o tratamento tardio
(4 semanas apds a avulsao) nao reverte a taxa de sobrevivéncia dessas células (Gu et al., 2005). A
liberagcao de fatores neurotroficos por vetor viral apresenta um ligeiro atraso na disponibilidade de fator
tréfico, diminuindo sua eficiéncia. Dessa forma, a liberagao local de fatores neurotréficos, por CTM,
pode fornecer imediatamente os fatores para os motoneur6nios afetados. Além disso, é sabido que,
além da producdo desses fatores, as CTM contribuem de outras diversas maneiras para a
regeneracao dos axonios lesionados, sendo, portanto um tratamento que age de diversas formas,
promovendo recuperagao tecidual e funcional ap6s uma lesdo. Contudo, como a inje¢do diretamente
na medula, da forma hora apresentada, refletiu negativamente sobre a recuperacao funcional, no
grupo DMEM, entendemos que sera importante aprimorar a técnica, bem como avaliar outras formas
de administragéo.

A administracao por injecao intra-venosa foi feita por Osaka et al. (2010), promovendo melhora
funcional ap6s injuria a medula espinal. Tendo em vista, que o transplante de células por injecao no
parénquima resulta em injuria tecidual associada a riscos cirlrgicos e que a injecao intravenosa tem
baixa eficiéncia e especificidade, Lundberg et al. (2009) propuseram a administracao intra-arterial
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(através da artéria carétida) no SNC injuriado, com método minimamente invasivo e significativamente
mais eficiente que a via intravenosa, sem causar efeitos colaterais.

Ainda, tendo em vista a acdo aguda das células, em termos da recuperacdo motora,
representada pelo indice funcional do nervo fibular (efeito observado apenas na quarta semana apés a
lesdo), seria interessante que novas células fossem administradas, uma ou duas semanas apos a

lesédo, no sentido de manter os estimulos regenerativos.
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7. Conclusoes
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- A administracdo de CTM no local da injuria promoveu neuroprotecdo, aumentando a

sobrevivéncia neuronal ap6s 0 esmagamento de raizes motoras;

- As CTM promoveram preservagao dos inputs sinapticos justapostos ao corpo neuronal dos
motoneurdnios axotomizados sendo tal preservacao majoritariamente de inputs inibitérios, refletindo

possivelmente na protecao dos motoneurdnios contra a excitotoxicidade glutamatérgica;

- As CTM promoveram regeneragao, quando comparado com o grupo tratado com DMEM,
apresentando maior numero de fibras mielinicas, maior area de nervo periférico e ainda melhor
recuperacao funcional. Porém, essa diferenca ndo se fez presente quando a comparagéao foi feita com
0 grupo que sofreu apenas esmagamento, mostrando possiveis efeitos deletérios da forma de

administracao das células, através de injecao na medula;

- O efeito regenerativo das células na recuperacao funcional se mostrou mais agudo, tendo

maior eficiéncia na quarta semana ap0s a lesao.
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