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RESUMO 

 

Coimbra BGMM. Terapia experimental com células-tronco multipotentes da mucosa olfatória 

de ratos adultos em modelo de lesão aguda da medula espinal. [tese]. São Paulo: Faculdade de 

Medicina, Universidade de São Paulo; 2025. 

 

Introdução: A lesão traumática da medula espinal (LME) apresenta incidência crescente, 

importante impacto na vida de seus portadores e elevados custos socioeconômicos e 

psicológicos. O tratamento atualmente disponível oferece pouco efeito na regeneração dos 

danos provocados. As terapias multi-target, com atuação em várias frentes da fisiopatologia da 

doença, surgem como as mais promissoras no prognóstico dessa patologia, e o estudo em 

laboratório segue sendo de grande importância para novas descobertas neste campo de pesquisa. 

No laboratório de estudos do traumatismo raquimedular e nervos (LETRAN) da Universidade 

de São Paulo (USP) foi anteriormente padronizado e validado um modelo experimental 

consagrado de LME traumática, caracterizada como contusão aguda na medula espinal torácica 

de ratos adultos. O componente mesenquimal de células-tronco ectomesenquimais da mucosa 

olfatória de ratos (CE) e humanos tem se mostrado um adjuvante significativo ao reparo da 

LME de ratos. A subpopulação neuroectodérmica isolada de CEs não foi muito bem explorada 

para esse fim. Objetivo: O objetivo do trabalho foi avaliar a função motora de ratos Wistar 

adultos com contusão moderada da medula espinal seguida de transplante de neuroesferas 

derivadas de CEs, em veículo gelificado, e buscar correlacioná-la à expressão de marcadores 

da glia do sistema nervoso central. Métodos: Viabilizou-se a coleta do septo nasal, fonte de 

CEs, por técnica de dissecção original. Foi isolada a população neuroectodérmica de CEs como 

neuroesferas, que foram empregadas em enxerto no modelo experimental. Cinco grupos de 

animais foram definidos, sendo que todos foram submetidos à laminectomia e os grupos 2 a 5 

também à durotomia. Os grupos 3 a 5 sofreram contusão moderada da medula espinal ao nível 

torácico (T8/T9). Os grupos 4 e 5 receberam veículo (matriz extracelular gelificada, Matrigel® 

a 90%). Animais do grupo 5 receberam neuroesferas. Em período pós-operatório de seis 

semanas, a avaliação da função motora dos animais foi pela escala de Basso-Beattie-Bresnahan 

(BBB). Análises histológicas seguiram procedimentos de rotina. Resultados: Animais do grupo 

1 e 2 apresentaram valores máximos na escala BBB. No período de uma a duas semanas do 

pós-operatório, valores de BBB do grupo 5 foram significantemente mais elevados do que os 

grupos 3 ou 4. Na sexta semana, os valores BBB foram semelhantes para os animais dos grupos 

4 e 5, e mais elevados do que os do grupo 3. OLIG-1 teve sua expressão mais elevada no sítio 



 

da LME do grupo 5. Conclusões: Laminectomia e durotomia não afetaram a medula espinal. 

Na sexta semana do período pós-operatório, animais dos grupos 4 e 5 tiveram funções motoras 

semelhantes e melhores do que o grupo controle. A marcação diferenciada de Olig1 e os valores 

BBB mais elevados nas duas primeiras semanas pós-operatórias para o grupo de animais que 

receberam neuroesferas de CEs sugerem maior diferenciação de células precursoras de 

oligodendrócitos em oligodendrócitos maduros produtores de mielina e que essas variáveis 

devam se relacionar no início do reparo da lesão. O modelo experimental com neuroesferas de 

CEs abre perspectivas para estudo da mielinização no início do reparo da LME e translação da 

pesquisa para estudos com humanos. 

 

Palavras-chave: Terapia celular. Células ectomesenquimais. Modelo experimental. Lesão 

medular aguda. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Coimbra BGMM. Multipotent olfactory mucosa stem cell therapy in an experimental model of 

acute spinal cord injury in adult rats. [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade 

de São Paulo”, 2025. 

 

Introduction: Traumatic spinal cord injury (SCI) has an increasing incidence, with a 

significant impact on patients’ lives and high socioeconomic and psychological costs. Currently 

available treatments offer limited efficacy in promoting neural regeneration. Multitarget 

therapies, which act simultaneously on different aspects of the disease’s pathophysiology, have 

emerged as the most promising strategies for improving outcomes. Experimental studies remain 

essential for advancing new discoveries in this field. At the Laboratory for Studies on Spinal 

Cord and Nerve Trauma (LETRAN) of the University of São Paulo (USP), a validated and 

standardized experimental model of traumatic SCI has been established, characterized as an 

acute contusion of the thoracic spinal cord in adult rats. The mesenchymal component of 

ectomesenchymal stem cells (ESCs) from the olfactory mucosa of rats and humans has shown 

a significant adjuvant effect in SCI repair. However, the neuroectodermal subpopulation 

isolated from ESCs has been less explored for this purpose. Objective: To evaluate the motor 

function of adult Wistar rats subjected to moderate spinal cord contusion followed by 

transplantation of neurospheres derived from ectomesenchymal stem cells, delivered in a gel-

based vehicle, and to correlate functional recovery with the expression of glial markers of the 

central nervous system. Methods: A novel dissection technique was developed to enable 

collection of the nasal septum, the source of ESCs. The neuroectodermal subpopulation of ESCs 

was isolated as neurospheres and used for transplantation in the experimental model. Five 

groups of animals were defined; all underwent laminectomy, and groups 2–5 also underwent 

durotomy. Groups 3–5 received a moderate thoracic (T8/T9) spinal cord contusion. Groups 4 

and 5 were treated with a gel vehicle (90% Matrigel®), and group 5 additionally received 

neurospheres. Motor function was assessed using the Basso–Beattie–Bresnahan (BBB) 

locomotor scale over a six-week postoperative period. Histological analyses followed standard 

protocols. Results: Animals in groups 1 and 2 exhibited maximal BBB scores. Between the 

first and second postoperative weeks, group 5 showed significantly higher BBB scores than 

groups 3 and 4. By week six, BBB scores in groups 4 and 5 were similar, both higher than those 

in group 3. OLIG-1 expression was highest at the SCI site in group 5. Conclusions: 

Laminectomy and durotomy did not affect the spinal cord structure. At six weeks 



 

 

 

postoperatively, animals in groups 4 and 5 showed similar motor function, both superior to the 

control group. The differential expression of OLIG-1, along with higher BBB scores in the first 

two postoperative weeks in animals treated with ESC-derived neurospheres, suggests enhanced 

differentiation of oligodendrocyte precursor cells into mature, myelin-producing 

oligodendrocytes. These variables appear to be related to the initial stages of spinal cord repair. 

The experimental model using ESC-derived neurospheres provides a promising approach for 

studying early remyelination mechanisms and translating preclinical findings to future human 

applications. 

 

Keywords: Cell therapy. Ectomesenchymal cells. Experimental model. Acute spinal cord 

injury. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Histórico 

 

A medula espinal e seus prolongamentos neurais estão protegidos em um arcabouço 

ósseo que é o canal vertebral. Quando ocorre transferência de energia à coluna, pode ocorrer 

ruptura da continuidade das estruturas protetoras levando a dano ao tecido neural. 

A lesão medular traumática é conhecida desde a antiguidade, bem como os efeitos 

clínicos dela decorrentes. Há perda de força, sensibilidade e perda de função urinária e 

intestinal. Quando há transecção axonal completa, não há recuperação de função neurológica. 

Quando ocorre contusão, pode haver recuperação, em menor ou maior grau, ao longo de 

semanas, meses e anos. 

O primeiro registro que se tem de paraplegia decorrente de lesão medular data de 3000 

aC, documentado em um papiro egípcio. Milênios depois, Hipócrates (460-370 aC) 

recomendava tração dos extremos do tronco para o tratamento desse tipo de lesão. Na Idade 

Média, Paulo de Aegina (625-690 dC) descreveu o primeiro registro que se tem de 

laminectomia como parte do tratamento das lesões traumáticas incapacitantes da coluna 

vertebral, conceito retomado por Ambroise Paré (1564-1598) na Idade Moderna. 

Foi apenas no século XIX que a ciência, formalmente constituída após o Iluminismo 

do século anterior, realizou avanços no estudo deste campo. Originalmente na Inglaterra, as 

observações sobre lesão medular começaram a contemplar o impacto da mortalidade associada 

à perda do fisiologismo urinário. Apesar de a laminectomia ter sido adequadamente realizada 

pela primeira vez neste século por Henry Cline (1750-1827), a morbidade elevada favorecia o 

manejo não cirúrgico dos casos. 

A Primeira Guerra Mundial foi o grande catalisador dos avanços na terapia das lesões 

espinais: Inglaterra, França e Alemanha tinham um elevado número de indivíduos vítimas desta 

entidade que precisavam ser tratados. Foi neste período, e no entre guerras, que o cuidado se 

tornou multidisciplinar, o maior dos avanços práticos até então. Houve avanço na drenagem 

urinária, introdução das mudanças de decúbito, início dos exercícios de reabilitação de rotina e 

retomada das discussões acerca do papel da laminectomia. A mortalidade seguia ainda elevada. 

Com o advento da Segunda Guerra Mundial, a primazia tecnológica da medicina 

migrou da Alemanha para os Estados Unidos da América. Foi na segunda metade do século 

XX, neste contexto, que com o avanço de técnicas anestésicas e consolidação de conceitos 

práticos do cuidado (multidisciplinar) a cirurgia de laminectomia (e seus desdobramentos 
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futuros como o debate sobre a artrodese associada) teve seu estabelecimento e suas indicações 

consolidadas. Entretanto, se o tratamento prático da condição de que versamos conseguiu 

grandes avanços, a Medicina ainda falhava em decifrar melhor a fisiopatologia da lesão e 

investigar os possíveis meios de regeneração do tecido neural. Embora os tratamentos das 

sequelas da lesão traumática encontrem-se bem estabelecidos, o tratamento e o reparo do dano 

tecidual propriamente ditos, ainda não. 

 

1.2 Lesão de medula espinal 

 

Poucas deficiências se comparam em termos de devastação ao indivíduo como a lesão 

da medula espinal (LME). Trata-se de uma condição permanente e de natureza complexa, que 

torna o indivíduo vulnerável a perdas motoras, sensoriais e autonômicas que se acompanham 

de complicações diversas e grande impacto econômico e social. É papel da ciência buscar uma 

solução apropriada em termos prognósticos para o problema. 

A epidemiologia do trauma raquimedular (TRM) evidencia uma transição global 

marcada por mudanças demográficas, socioeconômicas e etiológicas que redefinem seu perfil 

ao longo das últimas décadas. De acordo com dados do Global Burden of Disease Study 2021, 

a incidência global de lesões medulares cervicais aumentou de aproximadamente 249.122 casos 

em 1990 para 306.568 casos em 2021, apesar da redução da taxa padronizada por idade de 4,88 

para 3,78 por 100.000 habitantes, sugerindo avanços nas políticas de prevenção e no manejo do 

trauma¹. Estima-se que as taxas de prevalência alcancem até 906 casos por milhão de habitantes 

em determinadas regiões, com expressivas disparidades regionais associadas ao nível de 

desenvolvimento socioeconômico e ao acesso aos serviços de saúde. Nos países em 

desenvolvimento, a meta-análise de Golestani et al.² identificou uma incidência média de 22,55 

casos por milhão de habitantes ao ano, com predomínio de indivíduos do sexo masculino 

(80,1%) e idade média inferior a 30 anos. As principais causas são os acidentes de trânsito 

(43,2%) e as quedas (34,2%), enquanto as lesões cervicais representam 43,4% de todos os casos 

de TRM. Em contraste, nos países de alta renda e sociedades envelhecidas, como o Japão, 

observa-se um deslocamento do perfil epidemiológico: entre 2005 e 2021, a idade média dos 

pacientes aumentou progressivamente, superando 60 anos, e as quedas de baixo impacto — 

como quedas em nível do solo e em escadas — tornaram-se a principal etiologia, substituindo 

os traumas de alta energia, como acidentes automobilísticos3. Nesse contexto, as lesões 

cervicais altas (C1–C4) constituíram 45,8% dos casos, seguidas pelas lesões cervicais baixas 

(C5–C8, 26,4%), com predomínio de tetraplegias incompletas (48,4%)³. Essa evolução 
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demográfica e etiológica reflete não apenas o envelhecimento populacional, mas também as 

desigualdades estruturais entre sistemas de saúde, evidenciando a necessidade de estratégias 

regionais específicas de prevenção, reabilitação e vigilância epidemiológica contínua2,4,5. 

Aproximadamente 15-40 milhões de pessoas convivem com a LME em todo o 

mundo6. Homens são mais acometidos que mulheres, independente da faixa etária analisada3. 

A média de idade é de 42,2 anos e acidentes com veículos automotores é a principal causa, 

correspondendo a 38,1% do total, seguida de quedas (31%), violência (13,5%), esportes (8,9%), 

complicações médicas/cirúrgicas (4,7%) e outras (4,1%)7. O custo direto por indivíduo, ao 

longo da vida, varia entre 1,1 e 4,7 milhões de dólares nos EUA, e o custo para a sociedade é 

ainda maior8. Os custos podem variar de acordo com o nível educacional, a gravidade da lesão 

e tipo de ocupação profissional prévia9. 

A fisiopatologia da LME envolve a lesão primária traumática e, em sequência, resposta 

secundária ao trauma. Na lesão primária, há descontinuidade abrupta de tratos neurais seguida 

de influxo massivo de macrófagos periféricos e células T, além da ativação da microglia local, 

que dura semanas após a lesão10,11. A resposta secundária é produto de uma cascata de 

alterações biológicas funcionais que aumentam a área da lesão e levam à isquemia, edema, 

hemorragia, citotoxicidade e culminam na formação de cicatriz glial em torno de cavitação 

central no sítio da lesão primária12-14. 

No momento da lesão, ocorre compressão, laceração e distração localmente. Dentro 

de segundos, desencadeiam-se alterações que aumentam a área lesional, como dano à barreira 

hemato-encefálica, hemorragia, inflamação inicial, lesão axonal, morte de células neuronais 

(por necrose ou apoptose), lesão vascular e queda nos níveis de ATP. Dentro de horas, na fase 

aguda precoce, verifica-se isquemia, edema, trombose, inflamação secundária, degeneração 

Walleriana, perda do gradiente de sódio, inflamação secundária, formação de radicais livres e 

exotoxicidade glutaminérgica. Dias após a ocorrência da lesão, desenrola-se a fase subaguda, 

em que há infiltração de macrófagos, astrocitose reativa, proliferação e alterações morfológicas 

na glia, ativação da microglia e liberação de alarminas. Por fim, nas semanas a meses que se 

seguem, alcança-se a fase crônica, de remodelação, em que há maturação da cicatriz glial, 

deposição de proteoglicano condroitina-sulfato na cicatriz e em seu redor, fibrose, resolução da 

inflamação de fase aguda, falha na regeneração axonal e cavitação cística15. 

As consequências biológicas da LME são múltiplas: morte de neurônios e células 

gliais localmente, ruptura de axônios na substância branca, formação de cavidades císticas 

preenchidas com fluido e desmielinização da substância branca poupada16-18. 
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1.3 Estratégias de reparo da LME 

 

Um grande problema associado à LME é a limitação à regeneração do tecido neural, 

principalmente devido ao meio extracelular não permissivo19,20. Atualmente, entretanto, poucas 

terapias reparadoras foram alçadas com sucesso, e parcial, à prática clínica, provavelmente 

devido à natureza complexa da lesão. 

Nenhuma terapia isolada deverá ser capaz de solucionar este insulto ao sistema 

nervoso central (SNC), sendo a combinação de terapia celular, reabilitação e intervenções 

farmacêuticas o caminho terapêutico mais promissor21-28. Entretanto, atingir esta combinação 

(terapia multi-target) com sucesso clínico é um desafio futuro29. 

As diferentes linhas terapêuticas em estudo nos dias de hoje visam intervir em 

diferentes fases do processo acima comentado30,31. As estratégias incluem promover 

neuroproteção (fatores de crescimento, Riluzol, transplante celular), modular inflamação 

(metilprednisolona, minociclina, transplante de células mesenquimais estromais), estimular 

plasticidade (transplante celular, miméticos de heparina, condroitinase ABC32, reabilitação 

neurológica), alvejar a cicatriz glial (condroitinase ABC32, miméticos de heparina), bloquear a 

inibição à mielina (anti-Nogo33,34, antagonistas de Rho35), substituir células ou tecidos perdidos 

(transplante celular), estabelecer pontes na lesão36 (hidrogéis, transplante celular) e promover 

remielinização (miméticos de heparina). 

Além das abordagens biológicas, a neuromodulação induzida eletricamente, como a 

estimulação epidural ou transcutânea da medula espinal, tem tido resultados promissores37,38 e 

deve ser adicionada às atuais estratégias de reabilitação neurológica em um futuro próximo39. 

O transplante celular de células multipotentes emerge como a mais promissora de 

todas as terapias, assumindo protagonismo no leque de possíveis tratamentos para LME. Esta 

estratégia tem dois objetivos: integrar-se à medula repondo tecido perdido (caráter permanente) 

e mediar remodelação reparativa (papel transitório)40,41. 

As células-tronco são definidas como células indiferenciadas capazes de se 

autorrenovarem e se diferenciarem em outros tipos celulares42,43. São chamadas de 

“embrionárias” quando oriundas da massa interna do blastocisto, e de “adultas” quando 

presentes nos anexos embrionários (placenta e cordão umbilical) ou nos diferentes órgãos. Após 

transplante, as células-tronco podem sobreviver, migrar para as regiões lesionadas e diferenciar-

se em neurônios específicos, promovendo a reparação ao aumentar a sobrevida de neurônios 

endógenos por mecanismos indiretos como suporte neurotrófico, modulação imunológica e 

substituição enzimática44-46. 
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Vários tipos celulares foram estudados, variando desde células-tronco embrionárias 

(CTE), células-tronco neuronais (embrionárias, fetais e de adultos) até células-tronco 

pluripotentes induzidas (do inglês, induced pluripotent stem cells, IPSC) e células 

mesenquimais estromais (derivadas da medula óssea, mucosa olfatória e cordão umbilical)47-59. 

 

1.4 Principais tipos celulares empregados em terapia celular para LME 

 

Ensaios pré-clínicos visando à regeneração da medula espinal após lesão empregaram 

diferentes tipos celulares, evidenciando-se principalmente as células mesenquimais ou 

mononucleares coletadas da medula óssea ou perifericamente, células mesenquimais derivadas 

do cordão umbilical ou do tecido adiposo, células do bulbo olfatório, da cavidade nasal, tecido 

neurogênico fetal (neuroprogenitores encefálicos) e células de Schwann60. 

 

1.4.1 Células-tronco mesenquimais da medula óssea 

 

As células-tronco mesenquimais (MSCs) da medula óssea (BM-MSC) são as células-

tronco mais bem caracterizadas em laboratório e clínica. O conceito do estroma medular como 

nicho hematopoiético surgiu nos anos 1970, com culturas de longa duração descritas em 197761. 

Biologicamente, as BM-MSCs combinam um secretoma neurotrófico e imunomodulador com 

interação intercelular (por exemplo, N-caderina), favorecendo a regeneração neural62-64. Apesar 

de diferentes tecidos fornecerem MSCs com fenótipos “clássicos” semelhantes in vitro, o nicho 

de origem influencia plasticidade, imunogenicidade e velocidade de expansão, o que afeta a 

reprodutibilidade clínica e dificulta comparações diretas entre estudos. 

Na LME, o uso de BM-MSCs melhora desfechos locomotores em roedores (escalas 

Basso-Beattie-Bresnahan – BBB – e Basso Mouse Scale – BMS) e facilita o crescimento axonal 

ao longo de feixes astrogliais imaturos62-64. Em humanos, a crista ilíaca é o sítio padrão de 

coleta. A aplicação pode ser no epicentro/penumbra da lesão ou em segmentos rostrais/caudais; 

em ratos, a posição do implante não alterou significativamente a densidade astrocitária65. 

Abordagens de engenharia genética, como a superexpressão do fator de crescimento semelhante 

à insulina 1 (IGF-1), aumentam a sobrevivência celular e o potencial terapêutico66. 

Na prática clínica, as BM-MSCs permanecem entre as células mais testadas para LME, 

com forte ênfase em segurança67-70. O efeito imunomodulador é promissor, mas persiste 

variabilidade de produto e de desenho de estudos. A idade do doador pode impactar o 
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desempenho, e preparações alogênicas (de doador) não são totalmente “imunoprivilegiadas”, 

exigindo ponderar o uso autólogo versus alogênico. 

 

1.4.2 MSCs derivadas do tecido adiposo 

 

As MSCs derivadas do tecido adiposo (AD-MSCs) contornam limitações práticas das 

BM-MSCs — como coleta mais dolorosa e necessidade de expansão prolongada — porque o 

tecido adiposo é abundante, de acesso minimamente invasivo e com alto potencial 

proliferativo71. O isolamento de células multipotentes de lipoaspirado humano em 2001, com 

expansão simples, impulsionou o campo72. Em cultura, essas células podem ser neuro-

instruídas por vias epigenéticas (por exemplo, desmetilação em elementos regulatórios de 

Nestina), passando a expressar marcadores neuronais e canais iônicos dependentes de 

voltagem73,74. 

Em modelos de LME, o transplante autólogo de AD-MSCs melhorou a marcha (escala 

BBB) e reduziu cavitações medulares após quatro semanas75. Em relação ao seu mecanismo de 

ação, associam-se à imunomodulação (atenuação da astrogliose reativa e aumento de citocinas 

anti-inflamatórias) e à maior resistência ao estresse quando pré-condicionadas (por exemplo, 

com peróxido de hidrogênio em baixa dose), com ganhos funcionais e histológicos76,77. Em 

humanos, um estudo intratecal autólogo (14 pacientes) não observou eventos adversos graves 

e melhora sensitiva em parte dos casos, com estabilidade do volume de lesão à ressonância 

magnética (RM)78. Revisões de ensaios clínicos de LME com MSCs corroboram esses sinais 

de segurança clínica. 

Os ensaios clínicos são em geral não randomizados. Fatores como sensibilidade a 

fármacos locais (por exemplo, anestésicos) e heterogeneidade do tecido de origem podem afetar 

a qualidade do produto celular. Por outro lado, a logística favorável e o perfil de segurança 

mantêm as AD-MSCs como candidatas viáveis, sobretudo no cenário autólogo. 

 

1.4.3 MSCs do cordão umbilical e da membrana amniótica 

 

As MSCs do cordão umbilical (UC-MSCs) — obtidas da geleia de Wharton, do tecido 

do cordão, dos vasos ou do sangue de cordão — e as células amnióticas (A-MSCs, 

mesenquimais, ou AECs, epiteliais) têm coleta não invasiva, alto rendimento e baixa 

imunogenicidade62-64. Além disso, minimizam problemas relacionados à senescência de 

doadores idosos. Do ponto de vista funcional, exercem imunossupressão (por exemplo, sobre 
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linfócitos T e a maturação de monócitos) e secretam interleucinas anti-inflamatórias (IL-10, IL-

4) e fatores tróficos como os fatores de crescimento de queratinócitos (KGF), hepatócitos 

(HGF) e epidérmico (EGF)66,71. A literatura também ressalta que MSCs de nichos distintos 

podem divergir biologicamente in vivo, influenciando expansão e cultura, dificultando 

comparações diretas68,79,80. 

Na LME, UC-/A-MSCs favorecem preservação tecidual, redução de astrogliose 

(cicatriz glial) e melhora locomotora em roedores. Em modelo contusivo, UC-MSCs derivadas 

de rato sustentaram melhora por ≥14 semanas sem imunossupressão65. Outro diferencial é a 

possibilidade de bancos alogênicos “off-the-shelf” (estoque pronto para uso) que encurtam o 

tempo até a terapia na fase subaguda e aumentam a consistência do produto64,65. Fora da LME, 

há interesse clínico em doenças hepáticas, lúpus eritematoso sistêmico, artrite, traumatismo 

cranioencefálico (TCE) e acidente vascular cerebral (AVC)62. 

Permanece incerto qual porção do cordão umbilical oferece células com o melhor 

perfil terapêutico72. Embora o banco alogênico aumente a disponibilidade de células-tronco, 

são necessários controles genômicos do doador e vigilância imunológica, pois, como outras 

MSCs, essas preparações podem induzir resposta imune no cenário alogênico. 

 

1.4.4 Células epiteliais amnióticas 

 

As AECs, derivadas da membrana amniótica junto às A-MSCs, possuem perfil 

imunomodulador, baixo risco tumoral e capacidade de diferenciação em linhagens neurais e 

não neurais. Estudos pré-clínicos demonstraram preservação tecidual e recuperação funcional 

em modelos de LME, com vantagens logísticas pela coleta não invasiva e abundância. No 

entanto, a experiência clínica ainda é restrita e permanece em fase exploratória81. 

 

1.4.5 Células progenitoras neurais (NPCs / NSCs) 

 

As células progenitoras neurais (NPCs) também conhecidas como células-tronco 

neurais (NSCs), obtidas de tecido fetal, regiões neurogênicas adultas ou derivadas in vitro da 

diferenciação de células-tronco, possuem potencial para criar pontes funcionais na região lesada 

do nervo, tanto por regeneração estrutural quanto por secretar fatores tróficos que modulam o 

microambiente da lesão favorecendo remielinização e suporte trófico aos neurônios lesados. 

Ensaios clínicos iniciais em pacientes com LME demonstraram segurança, mas eficácia 

funcional limitada, reforçando seu status de terapia ainda experimental82. 
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1.4.6 Células-tronco embrionárias e células pluripotentes induzidas 

 

As células-tronco embrionárias (ESCs) e as células-tronco pluripotentes induzidas 

(iPSCs) apresentam capacidade de gerar múltiplas linhagens neurais, incluindo neurônios e 

oligodendrócitos, o que as torna candidatas ao reparo de circuitos lesionados. Contudo, o risco 

de formação de teratomas, a dificuldade em controlar a diferenciação e, no caso das ESCs, as 

questões éticas, limitam sua aplicação clínica. Na LME, seguem principalmente em 

investigação pré-clínica, sem resultados consistentes em ensaios clínicos82. 

 

1.4.7 Transplante da mucosa olfatória em bloco 

 

Alguns estudos avaliaram o transplante de fragmentos da mucosa olfatória contendo o 

neuroepitélio e a lamina própria subjacente. Em modelos animais, essa estratégia favoreceu 

modesta regeneração axonal e melhora locomotora, embora os efeitos não possam ser atribuídos 

exclusivamente a um único tipo celular. Apesar da simplicidade técnica, a resposta reparativa 

mostrou-se limitada, e a abordagem não avançou para ensaios clínicos de grande porte83. 

A mucosa olfatória é um nicho neurogênico formado por epitélio pseudoestratificado 

(neurônios olfatórios, células de suporte e basais) e a lamina propria, onde também residem 

outros tipos de células-tronco da mucosa olfatória. Esta arquitetura e o acesso por via nasal, 

possibilitando coleta pouco invasiva e uso autólogo, sustentam o racional de empregar, de 

forma conjunta ou alternativa, diferentes populações derivadas da mucosa olfatória em 

estratégias de reparo neural76,84-86. 

 

1.5 Transplante de células olfatórias 

 

Nas últimas três décadas, grande enfoque tem sido dado às células da bainha olfatória 

(CBO), um subtipo glial da mucosa olfatória que tem a habilidade in vivo de regenerar 

neurônios olfatórios (NOR) que transitam do sistema nervoso periférico (SNP) ao SNC, 

passando pela placa cribriforme do nariz87. As células-tronco do neuroepitélio e da lamina 

propria que residem na mucosa olfatória88 participam deste processo, que ocorre ao longo de 

toda a vida do indivíduo89. 

As CBO envolvem e guiam os NOR desde o epitélio da mucosa (no aspecto superior 

da cavidade nasal) até a camada externa do bulbo olfatório (que é parte do SNC). Após lesão, 

os NOR degeneram-se e novos neurônios são gerados a partir das células-tronco do epitélio 
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basal. As células da bainha agem na facilitação e estímulo à re-sinapse na camada glomerular 

do bulbo olfatório. 

O conceito do transplante celular para LME com essas células consiste em utilizar-se 

dessa propriedade para restabelecer vias neurológicas condutivas. Quando transplantadas ao 

SNC, conforme já demonstrado em estudos prévios90-92, as CBO promovem crescimento 

axonal83,93, suporte trófico para células lesionadas94,95, modulação de reações inflamatórias96-

98, formação de bainha de mielina99,100, expressão de vários fatores neurotróficos101-103 e 

componentes de matriz extra-celular104, interação com astrócitos reativos97,104,105 e 

neoangiogênese96. Ainda, podem ser fagocíticas, eliminando debris celulares e bactérias, o que 

pode ajudar na limpeza focal após LME106,107. Os resultados funcionais favoráveis após terapias 

com CBO em modelos animais consistem em uma indicação clara de seu grande potencial108,109. 

Estas células já foram, inclusive, selecionadas para ensaios clínicos em humanos110. 

As CBO podem ser isoladas a partir da camada de fibras nervosas do bulbo olfatório 

e da lamina propria da mucosa olfatória. CBO colhidas na mucosa são mais facilmente obtidas 

com procedimento menos invasivo para transplante autólogo111, enquanto as do bulbo parecem 

ter maior potencial para neuroregeneração112. CBO do bulbo tem mais capacidade mielinizante 

que as da mucosa, devido a diferenças de propriedades morfológicas microscópicas entre 

ambas113. 

A fonte anatômica e a pureza (percentual das células em estudo em relação ao total da 

amostra) implicam diretamente nos resultados do transplante a ser realizado. Apesar de ser 

intuitivo que a baixa pureza na amostra de CBO leva a piores resultados e efeitos colaterais, 

vários estudos mostram que a presença de fibroblastos, por exemplo, pode ser benéfica à 

terapia114,115. A alta pureza de CBO parece estar associada a melhores resultados, mas purificar 

e atestar pureza é difícil devido à ausência de marcadores celulares específicos116. Outro fator 

que influencia o resultado do transplante é a rapidez com que ele é realizado: há maior chance 

de sucesso se ocorrer antes do influxo inflamatório e da formação de cicatriz glial117. 

As CBO de roedores são relativamente fáceis de serem colhidas e cultivadas em 

cultura, mas o isolamento do equivalente humano tem sido mais desafiador, o que é responsável 

em grande parte por frear a translação desta terapêutica. CBO de adultos humanos isoladas a 

partir do bulbo olfatório mostraram capacidade de mielinização de uma lesão persistentemente 

desmielinizada118 (o que é uma propriedade interessante, haja vista que os NOR não são 

mielinizados quando residentes em seu estado nativo no sistema olfatório). CBO humanas já 

foram isoladas de mucosa nasal de mais fácil acesso119,120 e imortalizadas em linhagens 

celulares de laboratório121,122. 
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As culturas de CBO são preparadas, contudo, sem completa purificação e 

caracterização, o que leva à expansão populacional de outras células que coexistem na mucosa 

olfatória. Nenhum estudo até a presente data demonstrou a exequibilidade de crescimento de 

populações puras de CBO em quantidade suficiente para transplante celular em humanos, sendo 

os índices de pureza entre 40 e 70%123.  

Em meio ao esforço de isolar e cultivar CBO a partir de amostras de tecido de mucosa 

olfatória nasal humana, foram identificadas células com propriedades similares às de células-

tronco e que proliferam rapidamente em cultura. Quando a mucosa olfatória de ratos 

embrionários foi dissociada e submetida à cultura em suspensão, duas classes de células foram 

identificadas em esferas formadas em suspensão. Capacidade multipotente foi associada a 

células olfatórias não epiteliais residentes na lamina propria olfatória, expressando marcadores 

de MSCs, bem como o marcador de progenitor neuroglial nestina e marcadores neuronais e 

gliais. A segunda classe de células esféricas derivadas do epitélio olfatório era menor e 

expressava citoqueratina, sendo composta por células epiteliais124. O mesmo perfil duplo de 

células multipotentes, positivo para nestina e marcadores de células-tronco mesenquimais, 

como observado para o primeiro tipo de esferas, foi corroborado em células da lamina propria 

olfatória de camundongos, ratos e humanos adultos76,77. Denominadas células 

ectomesenquimais (CE)76, elas têm propriedades de reparo tecidual mediadas por efeitos 

imunorregulatórios, mielinizantes e neurogênicos, o que permite que sejam consideradas 

terapia multialvo76,78,84,125. 

Cultivadas em condições aderentes à placa, as CE proliferam-se rapidamente e 

expressam marcadores de MSCs. Este componente mesenquimal das CEs foi estudado. 

Aproximadamente 64% dos microRNAs expressos na população aderente de CEs são expressos 

em BM-MSC. Similarmente a essas células, CE têm propriedades imunossupressoras, levando 

à manifestação de fenótipo anti-inflamatório mediado por microglia e à supressão da função 

citotóxica de linfócitos CD8+ e células natural killer. Além disso, as CE também promovem 

mielinização do SNC in vitro através da produção da quimiocina CXCL12 (de maneira análoga 

às CBO)48,126. 

Quando CE humanas foram transplantadas em modelo animal (rato) para lesão 

cervical crônica, a análise da marcha revelou uma recuperação precoce da coordenação entre 

membros dianteiros e traseiros, comparado aos controles127. Essa melhora esteve associada à 

redução no tamanho da lesão e à remielinização aumentada na topografia ventral e lateral da 

substância branca, onde residem as fibras pertinentes à locomoção. Outros estudos também 

atestaram o potencial regenerativo das CE, em modelos animais (com ratos) de perda auditiva128 
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e lesões hipocampais129. Nesses casos, evitou-se perda auditiva e restauraram-se habilidades de 

aprendizado e memória, respectivamente. 

Existem notáveis vantagens de se trabalhar com CE, devido principalmente à 

facilidade de coleta no tecido nasal e à habilidade dessas células serem rapidamente expandidas 

em cultura, gerando quantidades adequadas ao transplante em lesões humanas. Essa praticidade 

fornece larga vantagem às CE ante as CBO, cujas condições de crescimento e purificação 

carecem de otimização. Há vantagens sobre as BM-MSCs também, que crescem mais 

vagarosamente e tampouco são capazes de remielinizar o SNC lesado48. 

Em comparação a MSCs de outros nichos, as CE exibem imunomodulação e secretoma 

neurotrófico particularmente úteis no manejo da LME. Demonstram maior taxa proliferativa e 

capacidade neurogênica em relação às BM-MSCs, além de modular a resposta imune, 

suprimindo a expansão de linfócitos T e promovendo diferenciação de células T 

reguladoras130,131. Essas propriedades sugerem aplicações não apenas no reparo neural, mas 

também em doenças autoimunes. 

Dados experimentais em roedores e coelhos confirmam viabilidade e plasticidade das 

CEs, mesmo após criopreservação, além de diferenciação em linhagens neurais e não neurais 

(neurônios, astrócitos, oligodendrócitos, adipócitos, osteócitos e mioblastos)132,133. Em modelos 

de reparo neural, essas células favorecem a neurogênese, a remielinização e a integração 

sináptica130. 

Abordagens com biomateriais, como hidrogéis de base sintética, mostraram que as CEs 

sobrevivem e proliferam no microambiente implantado, contribuindo para recuperação motora 

e sensitiva após hemissecção medular em ratos134. Esses achados reforçam o potencial de uso 

combinado de células e suportes artificiais na LME. 

No contexto clínico, ainda faltam ensaios específicos avaliando diretamente CEs em 

LME. No entanto, revisões de transplantes celulares em humanos indicam que células derivadas 

da mucosa olfatória, em geral, apresentam bom perfil de segurança, embora os resultados 

funcionais ainda sejam heterogêneos e sem comprovação de superioridade em relação a BM-

MSCs ou outros tipos celulares15,60. Assim, o cenário mais promissor para essas células envolve 

sua integração em estratégias multimodais — combinando biomateriais, neuromodulação e 

reabilitação intensiva — para potencializar a regeneração15.  

A subpopulação com características ectodérmicas das CEs foi pouco explorada. Como 

originalmente relatado por Tomé et al. (2009)124, as células dessa subpopulação são isoladas da 

população aderente pelo cultivo sob condições não aderentes, que seleciona neuroprogenitores 

mantidos in vitro como esferas de células em suspensão. 
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1.6 O roedor como modelo experimental 

 

A utilização de camundongos e ratos como modelos experimentais traz vantagens 

claras com relação a outros modelos com animais maiores. Estes animais têm custo mais baixo 

aos laboratórios por serem de fácil criação, demandam menos cuidados diários e são de fácil 

manipulação135. 

A cavidade nasal de roedores é uma estrutura anatômica com múltiplas funções 

relacionadas aos sistemas respiratório e olfatório. Além de aquecer, umedecer e filtrar o ar 

inspirado, direcionando-o corretamente para as vias aéreas, é nesta estrutura que as moléculas 

odorizadas atingem os receptores olfatórios136. A região olfatória da cavidade nasal, revestida 

pela correspondente mucosa olfatória, está presente em um recesso olfatório, no aspecto mais 

caudal da cavidade, e é ventilada pelo fluxo inspiratório137.  

O nariz desempenha um papel crucial na função olfatória dos roedores. Estes são 

animais macrosmáticos, isto é, animais dotados de alta precisão olfatória. A região onde se 

distribuem os receptores olfatórios é maior (em relação a animais não-macrosmáticos) e as 

turbinas têm maior complexidade arquitetural138. 

Externamente, a região mais cranial do nariz é conhecida como rhinarium e consiste 

em dois orifícios naturais chamados narinas (nares), orientadas caudolateralmente e separadas 

pelos tubérculos nasais. Estes, divididos entre si pelo recesso mediano (sulcus medianus) ou 

philtrum, são proeminentes e contêm pequenas cristas que compõe um conjunto particular de 

cada indivíduo. 

Na porção mais cranial da rhinaria, as narinas adotam forma semi-circular e são 

cobertas lateral e dorsalmente pelas pregas alares. Caudalmente, há um estreitamento e, através 

de uma fenestração, acessa-se a cavidade nasal139. 

As características macroscópicas da cavidade nasal (Cavum nasi) do rato e do 

camundongo são idênticas. Ela se estende desde as narinas até a nasofaringe e é composta por 

duas câmaras simétricas e idênticas divididas pelo septo nasal (Septum nasi). A porção 

cartilaginosa do septo (Cartilago septi nasi) é mais cranial e se articula diretamente com as 

cartilagens das narinas. A porção óssea (Septum nasi osseum), menor, se encontra na parte mais 

caudal da cavidade e se articula ventralmente com o vomer (Vomer), caudalmente com o osso 

etmoidal (Os ethmoidale), ventrocaudalmente com o osso palatino (Os palatinum), e 

dorsalmente com os ossos frontal (Os frontale) e nasal (Os nasale) (Figura 1).  
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Figura 1 – Diagrama ilustrativo dos ossos do crânio de um roedor. (A) Vista dorsal do crânio. 

(B) Vista ventral do crânio com a mandíbula removida. O crânio foi preparado a 

partir de um camundongo de 40 dias de idade. Ossos individuais estão coloridos 

para melhor visualização. Os ossos que definem a porção óssea da cavidade nasal 

estão identificados sublinhados: dorsalmente os ossos frontal e nasal, ventralmente 

o vômer, caudalmente o osso etmoidal e ventrodaudalmente o osso palatino.  

 

 

Fonte: Modificado de Dunston et al. (2013)140. 

 

Imediatamente rostral à nasofaringe, nota-se uma abertura no septo nasal que consiste 

em uma comunicação ventral entre ambas as câmaras. A cavidade nasal é dividida em quatro 

regiões, de rostral a caudal: o vestíbulo, a válvula nasal ou óstio, a câmara nasal e a 

nasofaringe141. 

Nos roedores, a mucosa olfatória é restrita a um recesso localizado em topografia 

caudal e dorsal da cavidade nasal. A lâmina transversa (Lamina transversa) é o osso que separa 

a porção cranial da nasofaringe e divide o fluxo de ar em respiratório (ventralmente) e olfatório 

(dorsalmente, no mencionado recesso). Ao contrário de outras espécies de mamíferos, os 

roedores respiram somente pelo nariz. A fração do ar inspirado que alcança a região olfatória 

corresponde a 20%. A região olfatória é protegida de fluxo de ar direto pela lâmina transversa, 

sendo abastecida com partículas em suspensão142. 

Na cavidade nasal, encontram-se quatro tipos de epitélio desde o vestíbulo até a 

nasofaringe: escamoso, transicional, respiratório e olfatório (Figura 2A). Cada um deles 

apresenta grande especialização e vários subtipos celulares. O epitélio olfatório cobre a maior 

porcentagem da cavidade nasal nos roedores, alcançando até 50% de sua área, e isso se reflete 

diretamente na grande capacidade olfatória desses animais. Esse tecido se estende pelo terço 

caudal e dorsal do septo nasal, por partes das turbinas nasais e maxilares, pela região caudal e 

lateral da parede nasal e também pela parte dorsal das turbinas etmoidais143. 
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A mucosa olfatória consiste no epitélio olfatório propriamente dito e a lamina propria 

adjacente. Ela é composta por três tipos celulares: neurônios olfatórios sensoriais (subdivididos 

em maduros e imaturos), células de sustentação e células basais (subdivididas em células basais 

globosas e células basais horizontais)133. Na lamina propria, encontram-se as CE (Figura 

2B)144.  

Uma revisão sobre a anatomia da cavidade nasal do rato é apresentada no Anexo A 

desta tese. 

 

Figura 2 – (A) Ilustração da distribuição e tipos de epitélios (escamoso, transicional, 

respiratório e olfatório) na cavidade nasal do rato. (B) Ilustração da mucosa 

olfatória, constituída pelo próprio neuroepitélio olfatório (camadas apical e 

intermediária) e pela lâmina própria adjacente, separados por uma membrana 

basal. A placa cribriforme e a cavidade nasal estão posicionadas na parte 

superior e inferior da figura, respectivamente. Células da bainha olfatória e 

células ectomesenquimais são retratadas na lâmina própria, bem como no ácino 

da glândula de Bowman olfatória. Os axônios dos neurônios sensoriais olfatórios 

se reúnem em feixes de nervos olfatórios que atravessam a lâmina própria e a 

placa cribriforme. As células do ducto da glândula de Bowman, bem como 

células de suporte sustentaculares e microvilares, e neurônios são vistos no 

neuroepitélio, onde suas células progenitoras (células basais globosas e 

horizontais) também são observadas. 

 

 

Fonte: (A) Criado com biorender.com. (B) Araujo e Haddad (artigo ainda não publicado). 

 

O sistema olfatório periférico é capaz de se recuperar quando lesionado, como 

mencionado anteriormente, incluindo reconstituição do epitélio olfatório, regeneração celular 
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neurosensorial e reinervação do bulbo olfatório, em particular devido à contínua exposição a 

substâncias irritativas e danosas. A renovação celular e a neurogênese associada é mantida pela 

presença de células basais progenitoras, sinalização inflamatória e, como descoberto mais 

recentemente, pelo papel das CE145.  

Os roedores apresentam-se como animais muito apropriados para modelos 

experimentais, principalmente os ratos. Kjell e Olson (2016)146 fizeram longa revisão da 

patologia envolvida nos modelos de lesão medular traumática e nos potenciais tratamentos 

desenvolvidos a partir de experimentos que se baseiam nessa linha. Apesar de grande 

semelhança e paralelos bem definidos entre os modelos de roedores e os humanos, os autores 

destacaram que existem limitações a serem superadas para o aprimoramento desses modelos, 

como as dificuldades de manipulação genética dos ratos e também à incongruência de tamanho 

relativo aos humanos, o que dificulta o entendimento sobre os mecanismos de regeneração 

axonal em longas distâncias (sendo um reflexo disso o tempo de recuperação pós lesão, que em 

humanos oscila entre 6-12 meses aproximadamente e nos ratos, 6-8 semanas). 

 

1.7 Conceito da pesquisa 

 

Diferentes materiais têm sido empregados como matrizes em combinação com células-

tronco para avaliar a recuperação motora de lesões na medula espinal em modelos animais147-

152. Matrigel® (Corning) é um produto da purificação da membrana basal extraída do sarcoma 

de Engelbreth-Holm-Swarm do camundongo — um tumor rico em proteínas da matriz 

extracelular, incluindo laminina (seu principal componente), colágeno tipo IV, proteoglicanos 

de heparan sulfato, entactina/nidogênio e diversos fatores de crescimento153. Ele promove a 

diferenciação de diferentes tipos celulares e a manutenção de células diferenciadas a partir de 

explantes de tecido. Linhagens celulares primárias e estabelecidas apresentam um fenótipo mais 

diferenciado em contato com Matrigel®, ao aumentar o contato célula-célula e a agregação 

celular154.  

Um estudo recente, desenvolvido pela equipe do Laboratório de Estudos do 

Traumatismo Raquimedular e Nervos (LETRAN) do Instituto de Ortopedia e Traumatologia 

(IOT) da Faculdade de Medicina (FM) da Universidade de São Paulo (USP), demonstrou que 

Matrigel®, com ou sem células de neuroesferas não diferenciadas, associa-se, a partir do final 

da segunda semana pós-operatória, à melhora funcional em ratos com contusão moderada da 

medula espinal ao nível torácico (T8/T9). Como primeira abordagem do nosso grupo de 

pesquisa nessa área de terapia celular para lesões raquimedulares, optou-se pelo cultivo de 
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neuroesferas a partir do tecido cérebro-cortical de ratos neonatos, padrão-ouro para transplante 

de neuroesferas, apesar de seu acesso restrito. O efeito foi superior quando, no enxerto 

imediatamente após lesão, Matrigel® foi combinado a células não diferenciadas de 

neuroesferas. Quando neuroesferas em início de diferenciação neuronal foram enxertadas, os 

efeitos motores foram inferiores aos do Matrigel®. Esses dados corroboraram a literatura em 

relação a: (i) Matrigel® por si tem um efeito reparador; e (ii) neuroesferas indiferenciadas têm 

efeitos superiores para regeneração tecidual aos daquelas que iniciaram a diferenciação 

neuronal antes do transplante155. 

Buscando atenuar ao máximo o devastador impacto na qualidade de vida de vítimas 

de lesão da medula espinal156,157, a pesquisa sobre o tema deve ser mais amplamente explorada. 

A padronização de modelos animais experimentais suscitará terapêuticas futuras e 

reprodutibilidade de achados. Valendo-se desta motivação e do mais fácil acesso à mucosa 

olfatória, a linha geral do projeto consiste em isolar CEs a partir da dissociação da mucosa 

olfatória, expandi-las in vitro em suspensão como neuroesferas e então transplantá-las ao sítio 

de LME. 
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2 Objetivos 

 

O objetivo geral deste projeto foi avaliar a ação das células-tronco oriundas da mucosa 

olfatória de ratos Wistar adultos (células ectomesenquimais) quando instiladas em meio de 

Matrigel® (veículo gelatinoso que mantém as células na localização pretendida de forma mais 

consistente), por via aberta e em aplicação única, imediatamente após a lesão contusiva de 

medula espinal em ratos Wistar adultos. 

Os objetivos específicos foram: 

a) Aprimorar técnica de dissecção para isolamento do septo nasal de rato; 

b) Padronizar condições de cultivo celular para obtenção in vitro de neuroesferas a 

partir de CEs da lamina propria do epitélio olfatório de ratos; 

c) Comparar a função motora de animais submetidos ao procedimento cirúrgico, 

baseada na escala BBB e na marcha em plano horizontal, entre grupos 

experimentais e ao longo do período pós-operatório; 

d) Comparar parâmetros histológicos da medula espinal obtida da necrópsia dos 

animais seis semanas após o procedimento cirúrgico. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

Os primeiros estudos experimentais que vislumbram entender a lesão neurológica 

medular datam do século XIX. Schmaus (1890)158 estuda a lesão medular e as alterações dela 

decorrentes em modelo experimental utilizando coelhos. 

Allen (1911 e 1914)159,160 elabora um método de lesão experimental medular em cães 

baseado em contusões medulares a partir da queda de objeto sobre a medula. Ele descreve 

qualitativamente as diferentes gravidades de lesão proporcionalmente à massa que era solta 

sobre a medula. Descreve ainda que a pressão exercida sobre a medula por hemorragia e edema 

elevavam a necrose tecidual pós-traumática e que o alívio desta pressão proporcionava melhora 

clínica. 

McVeigh (1923)161 elabora um modelo experimental com lesão por pressão digital 

direta na medula de cães e descreve a progressão temporal do edema medular após a lesão, que 

se instala principalmente oito horas após o evento e progride até o segundo dia. 

Tarlov et al. (1953)162 estudam a perda e a recuperação neurológicas em cães 

submetidos à compressão medular gradativa com uso de balão inflável extradural. Eles 

apresentam um método de avaliação funcional após lesão e conclui que os ganhos neurológicos 

pós-traumáticos têm relação direta com o tempo de compressão a que a medula foi submetida. 

Ducker e Hamit (1969)163 avaliam a resposta a tratamentos após lesão medular 

provocada pela incidência de 25g a partir de 15cm de altura na medula de cães. A melhor 

recuperação neurológica pós-traumática ocorreu nos indivíduos que receberam hipotermia local 

e corticoide (dexametasona) por via intramuscular. 

Holdsworth (1970)164 estuda centenas de pacientes paraplégicos ou tetraplégicos pós-

traumáticos e enuncia noções anatômicas, de imagem e de diagnóstico da lesão neurológica. 

Reforça o conceito de lesão medular incompleta nos casos que há sensibilidade sacral e função 

motora distal à lesão e faz ressalva quanto ao emprego da laminectomia no tratamento destes 

pacientes por observar o desenvolvimento de deformidades pós-cirúrgicas e limitação no 

retorno às funções motoras e sensitivas. 

Ducker et al. (1971)165 estudam de modo prospectivo e randomizado um grupo de 32 

macacos Rhesus submetidos a lesões medulares traumáticas por incidência de massas de 10 a 

25 gramas a partir de altura de 20cm na medula torácica. Houve separação em grupos de 

animais com lesão aguda e subaguda, e estudo subsequente histológico post mortem e também 

funcional. Os pesquisadores estabelecem gradação qualitativa para os achados de microscopia: 

leve, moderado, grave. Os achados para os animais que sofreram lesão aguda incluíam edema, 
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hemorragia e hematoma. Nos animais com lesão subaguda, identificam-se, além desses 

achados, necrose, desmielinização e deformidade vascular. Avaliam funcionalmente os animais 

em 4 gradações, que variavam desde paraplegia completa à plena capacidade funcional para 

marcha. O estudo postula que não havia paralelo definido entre as alterações patológicas e o 

status clínico, pois à medida que a patologia tecidual poderia progredir, o animal poderia 

apresentar simultaneamente melhora clínica. Ainda, define-se que quanto mais central for o 

dano medular, menor o agravo funcional estaria presente, e vice-versa. 

Fairholm e Turnbull (1971)166 estudam modelo de lesão medular experimental usando 

coelhos e cães, também com contusão de objeto em queda a partir de altura pré-determinada. 

Analisam a vascularização das lesões em análises post mortem, delimitando as zonas de lesão 

da medula espinal e concluem que a recuperação neuronal depende da preservação da 

microcirculação. 

Dohrmann e Panjabi (1976)167 criam um modelo padronizado de lesão medular (no 

nível T5-T6) com aparelho que liberava diferentes massas a partir de diferentes alturas dentro 

de um tubo plástico com haste interna, de modo que todos gerassem um trauma de 400 g-cm 

sobre a medula. Postulam que a quantidade de energia transferida para o tecido era diretamente 

dependente de fatores como velocidade, massa e altura. 

Yeo et al. (1976)168 estudam modelo experimental de lesão medular controlada em 

ovelhas e comparam parâmetros histológicos de grupo controle e grupo que recebeu tratamento 

com oxigênio hiperbárico. Há melhora mais relevante na motricidade e na regeneração tecidual 

no grupo tratado com a intervenção com oxigênio hiperbárico, sugerindo que a isquemia tem 

papel razoável na composição do quadro sequelar. 

Balentine (1978)169 estuda modelo de lesão medular experimental em ratos adultos e 

analisa a evolução temporal da necrose que acomete substâncias branca e cinzenta após o 

trauma. Ele postula que a necrose decorre da ruptura de veias e artérias quando do trauma. 

Tator e Rowed (1979)170 descrevem que raramente o trauma espinal causa transecção 

anatômica da medula, embora isso não seja necessário para parada completa ou incompleta das 

funções neurológicas. Os pesquisadores descrevem as fases de lesão medular como primária, 

logo após o trauma, e secundária, com os efeitos deletérios da isquemia persistente. Postulam 

que o tratamento da fase aguda iria dirimir os efeitos de infarto secundário, e colocam o 

corticosteroide como ferramenta útil nesse contexto. 

De la Torre (1981)171 escreve artigo de revisão em que detalha o progresso dos 25 anos 

anteriores à publicação no campo dos estudos da lesão medular. Analisa os avanços como a 

neurofisiologia e o potencial evocado, e traz luz à aplicação da ciência básica na regeneração 
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axonal. A sobrevivência de células fetais e a presença de fatores de crescimento consolidam-se 

como promotores de regeneração neurológica, ainda que timidamente. 

Hall et al. (1984)172 realizam estudo com 25 gatos adultos submetidos à contusão 

medular. Após a lesão, objetivam estudar o fluxo sanguíneo neurológico e os gatos foram 

separados em 4 grupos: controle, infusão de 15 mg/kg de metilprednisolona, infusão de 30 

mg/kg de metilprednisolona e infusão de 60mg/kg de metilprednisolona. Aqueles que 

receberam 30 mg/kg de corticoide mantiverem o fluxo sanguíneo dentro dos padrões de 

normalidade, enquanto os que receberam a dose menor, tiveram menos benefícios e os que 

receberam dose maior, nenhum benefício. Concluem que a dose de 30mg/kg diminui a isquemia 

medular pós-traumática. 

Noble e Wrathall (1987)173 desenvolvem um modelo de aparelho para provocar lesão 

experimental por contusão medular em ratos, a partir da queda de objeto de altura 

predeterminada. Utilizam fixadores nos processos espinhosos adjacentes ao nível de interesse 

para lesão e buscaram reduzir os fatores variáveis que poderiam, porventura, produzir lesões 

assimétricas. O efeito de amortecimento dissipador de energia do arcabouço torácico foi 

reduzido. 

Nockels e Young (1992)174 estudam estratégias farmacológicas de tratamento de lesão 

medular aguda e crônica. Notam que, na fase crônica, a mielina apresenta fatores inibidores da 

regeneração axonal, sendo o bloqueio desses fatores um possível alvo terapêutico. 

Basso et al. (1995)16 estudam a progressão da funcionalidade pós lesão medular em 

ratos, estabelecendo uma escala locomotora que modifica aquela proposta por Tarlov em 1953. 

A escala se mostra válida como medida preditiva da recuperação motora, sendo capaz de 

distinguir resultados comportamentais em decorrência de distintas lesões e de inferir as 

alterações patológicas no centro da lesão. A variedade de testes realizados com examinadores 

treinados mostrou que é possível obter consistência na obtenção de resultados. 

Basso et al. (1996)175 utilizam um instrumento de impacto da New York University 

para avaliar a constância na reprodutibilidade de lesões medulares em ratos adultos. Essa 

característica é importante na confecção de modelos experimentais pois permite maior 

fidelidade na avaliação de desfechos. Neste estudo, contundem a medula com uma haste de 10g 

liberada a partir de alturas diferentes e avaliaram desfechos funcionais utilizando a escala por 

eles desenvolvida (escala BBB – Basso, Beattie e Bresnahan). Comparam ratos que sofreram 

contusão medular seguida de transecção com ratos que sofreram apenas transecção. O grupo de 

ratos que sofreu contusão primariamente apresentou melhor evolução funcional, especialmente 

com alturas menores como 6.25mm, 12.5mm e 25mm. Postulam que quanto mais poupados 
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forem os tratos descendentes, ainda que por algum tempo (antes de eventual transecção), 

melhores as chances de recuperação motora. 

Bregman et al. (1997)176 realizam estudo experimental utilizando ratos adultos 

submetidos a hemissecção da medula cervical e torácica e que recebem transplante, para o sítio 

da lesão, de tecido medular fetal juntamente a fatores neurotróficos. Atribuem a estes fatores o 

aumento das interações entre as células neuronais hospedeiras e transplantadas, e observam que 

os efeitos disso decorrentes, como aumento da extensão do crescimento axonal das células 

transplantadas, levam à melhora, mesmo que limitada, da função motora. 

Ramon-Cueto et al. (1998)177 estudam os efeitos da terapia celular em ratos adultos 

submetidos à lesão medular traumática. O objeto do interesse dos pesquisadores é o tecido glial 

do bulbo olfatório, já que diferentemente do restante do SNC nos mamíferos adultos, este tecido 

permite e realiza a regeneração axonal. A presença de células gliais é o diferencial do bulbo 

olfatório, e sua aplicação em transplante para o sítio lesional mostrou integração e crescimento 

neuronal à longa distância. Os pesquisadores concluem que este achado criaria possibilidades 

de tratamento para lesões do SNC. 

Rodrigues (1999)178 padroniza modelo de lesão experimental medular em ratos Wistar 

adultos, utilizando equipamento eletrônico para geração do trauma a partir dos parâmetros 

estabelecidos pelo Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study (MASCIS). Estabelece relação 

estatisticamente significativa entre os parâmetros mecânicos e o volume de lesão e conclui que 

seu modelo é capaz de gerar padrões de lesões em ratos. 

Yoon et al. (1999)179 verificam que a infusão de metilprednisolona a 30 mg/kg, 

realizada após 10 minutos de trauma medular em ratos pelo NYU impactor, é capaz de reduzir 

importantemente o volume lesional em 24 horas, em comparação a grupo controle. Blight e 

Zimber (2001) reforçam que não há drogas que atuem diretamente sobre a lesão medular, sendo 

o grande ponto de interferência a cascata da lesão secundária. Nesse aspecto, enfatizam a 

metilprednisolona como droga de escolha. 

Cristante et al. (2002)180 realizam estudo experimental prospectivo com 20 ratos 

adultos. Destes, 15 sofreram lesão medular traumática e receberam transplante de células de 

sistema nervoso fetal no sítio lesional. Os cinco animais restantes foram considerados grupo 

controle, tendo sofrido lesão mas não recebido transplante celular. Transcorridas 48 horas do 

trauma, há sacrifício dos animais e realização de exame histológico. Em 60% dos casos, 

permaneceram viáveis as células exógenas, e a reação inflamatória local mostrou-se mais 

intensa comparativamente ao grupo controle. 
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Marcon (2006)181 desenvolveu estudo experimental de lesão medular em ratos Wistar, 

usando o modelo de queda de massa NYU impactor e a escala BBB para avaliação funcional 

pós-traumática. A premissa do estudo é avaliar o possível efeito benéfico da metilprednisolona 

infundida previamente à lesão. Não se observam efeitos benéficos desta intervenção e ainda 

descrevem as complicações a ela associadas. 

Cristante et al. (2009)182 infundem células-tronco coletadas no sangue periférico 

desdiferenciadas autógenas em sítio lesional, com auxílio de arteriografia, em pacientes com 

lesão medular crônica. Ao longo de dois anos e meio de seguimento, observam que dois terços 

dos pacientes apresentam melhores respostas na avaliação com potencial evocado 

somatossensitivo. 

Lindsay et al. (2010)82, em um estudo fundacional do tema que versamos nesta tese, 

trazem à luz da discussão o papel da mucosa olfatória e, particularmente, das células da bainha 

olfatória como protagonistas na estratégia de reparo do tecido neurológico a partir de seu uso 

em transplante. Eles frisam que o papel neuroprotetor das células gliais da bainha olfatória estão 

bem estabelecidos, bem como o auxílio à regeneração axonal e remielinização axonal. 

Entretanto, de modo interessante, postulam que a mucosa olfatória é um tecido complexo e 

heterogêneo, em que há vários tipos celulares que poderiam, inclusive, atuar na sua capacidade 

regenerativa, além das células da bainha olfatória. Este estudo ainda estabelece que existe um 

paralelo de equivalência quanto aos tipos celulares presentes na mucosa olfatória de roedores e 

humanos. 

Centenaro et al. (2011)83 estudam os efeitos do transplante da lamina propria dos 

epitélios olfatório e respiratório em ratos Wistar adultos submetidos à transecção medular. O 

epitélio olfatório contém células gliais da bainha olfatória, creditadas, então, pela capacidade 

regenerativa axonal do tecido olfatório. O epitélio respiratório é desprovido dessas células. Os 

pesquisadores procuraram entender o quanto a presença destas células promoveria melhora em 

termos funcionais em comparação ao transplante do epitélio respiratório. Adicionalmente, 

testam o transplante em três janelas de tempo distintas: agudamente, duas semanas após lesão 

e quatro semanas após lesão. A análise funcional utiliza a escala BBB. 

Neste estudo, o resultado funcional foi muito similar ao longo das 12 semanas de 

análise dos animais, em ambos os grupos, havendo discreta melhora motora ao final do estudo. 

As diferentes janelas de tempo para o transplante também pouco influenciaram nos resultados 

analisados. Os pesquisadores concluem que as células da bainha olfatória não são uma panaceia 

para a terapia celular nos casos de lesão pós-traumática da medula, e que elas são apenas um 

dos tipos celulares presentes no epitélio olfatório, que, por sua vez, compartilha uma arquitetura 
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celular complexa com o epitélio respiratório (como células de Schwann, endotélio, fibroblastos 

intersticiais, células residentes imunológicas, entre outras). 

Rui et al. (2017)131 tecem comentários sobre o papel das células mesenquimais como 

estratégia de terapia celular, abordando suas propriedades regenerativas e também de 

modulação imunológica. Comentam que as células mesenquimais são originalmente 

encontradas na medula óssea, mas que uma linhagem promissora de células, subtipos do grupo 

mesenquimal,  as chamadas células ectomesenquimais (distribuídas na lamina propria) do 

epitélio olfatório emergiam como promissoras para uso em terapia celular. Os autores 

ponderam, entretanto, que os benefícios e aplicações ainda carecem de validações e estudos 

adicionais. 

Lindsay et al. (2017)127 conduzem estudo experimental em que transplantaram células 

ectomesenquimais de epitélio olfatório humano para sítio lesional crônico de lesão medular 

cervical incompleta de roedores. Os pesquisadores observam remielinização e melhor 

coordenação de membros dianteiros e traseiros na marcha dos sujeitos de pesquisa que 

receberam a terapia celular. Outras avaliações realizadas, como a escala BBB, não mostraram 

diferenças significativas entre grupos controle e intervenção. 

Jaloux et al. (2022)183 realizam estudo experimental em que isolaram células 

ectomesenquimais a partir de biópsias nasais de indivíduos humanos, reconhecendo suas 

características de células-tronco mesenquimais e neurais. Após sucesso na definição de 

protocolo de coleta e cultivo, utilizaram as células para caracterizar seu uso na diferenciação de 

células neuronais, com sucesso. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O estudo foi conduzido no LETRAN do IOT-FMUSP. O cultivo celular foi realizado 

no Laboratório de Genômica Funcional do Instituto de Biociências (IB) da USP, São Paulo. 

 

4.1 Aprovação pela Comissão de Ética no uso de animais 

 

Esta pesquisa foi aprovada para ser desenvolvida, conforme parecer emitido pela 

Comissão de Ética no uso de animais (CEUA, FMUSP) em reunião de 10/03/2021. O estudo 

foi registrado por esta Comissão sob o número 1600/2020 (Anexo B). 

 

4.2 Animais 

 

Os animais deste estudo foram provenientes do Centro de Bioterismo da FMUSP, onde 

há rígido controle sanitário, minimizando a chance de prevalência de doenças. A manipulação 

dos animais foi realizada por técnico experiente, devidamente treinado, vinculado ao LETRAN 

do IOT, FMUSP. 

Toda a pesquisa foi realizada de forma ética segundo as normas de cuidados e 

experimentação animal, estabelecidos pela Canadian Council on Animal Care (CCAC)184 e 

pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA)185. 

Para cultivo celular, foram utilizados 12 ratos Wistar, machos, pesando entre 250 e 

300 gramas e com idade entre 6 e 8 semanas, em quatro experimentos distintos. 

Para o procedimento cirúrgico, avaliaram-se 60 ratos Wistar. No momento da 

recepção, todos os ratos foram avaliados quanto às condições gerais (pelagem e estado clínico 

normais) e à motricidade (motricidade normal), condições para inclusão no estudo. 

Cada gaiola (40 x 60 cm) acondiciona até cinco ratos de uma mesma ninhada, em 

ambiente climatizado, sob condições de higiene, alimentação e hidratação adequadas no 

LETRAN (IOT, FMUSP). 

 

4.3 Material 

 

Foi empregada a matriz de membrana basal, reduzida em fatores de crescimento, 

referido como Matrigel® (Corning, Merck KGaA, Alemanha). Matrigel® é um composto 

resultante da solubilização da membrana basal do sarcoma Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) de 
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camundongo, enriquecido em componentes da matriz extracelular, notadamente laminina. O 

composto é líquido a 4ºC e gelifica à temperatura ambiente153,154. 

GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) foi usado como marcador de astrócitos, por 

marcar astrogliose reativa após lesão medular, com aumento em astrócitos próximos ao sítio 

lesional, poucas horas após a lesão podendo durar várias semanas. À imunoistoquímica, a 

marcação fortemente positiva de GFAP indica a presença de astrócitos reativos186. O anticorpo 

anti-GFAP (GA524, DaKo, Agilent) foi gerado em coelho e reconhece o epítopo de mamíferos. 

CD11B (Integrin alpha M / Mac-1) foi empregado como marcador da ativação precoce 

e sustentada da microglia e macrófagos, pois é aumentado após lesão medular. Marcador de 

neuroinflamação e peça-chave na fagocitose, liberação de citocinas, clearance de debris de 

mielina e de células apoptóticas, crucial em processo regenerativo. Sua expressão aumenta um 

dia após a lesão, atingindo pico em 3 a 7 dias após o evento. À imunoistoquímica, o aumento 

de marcação de CD11B ao redor do sítio lesional indica a presença de microglia e macrófagos 

ativados187-189. O anticorpo anti-CD11B (clone M1/70, ab8878, Abcam) foi gerado em rato e 

reconhece o epítopo humano e de roedores. 

Olig1 (Oligodendrocyte transcription factor 1) foi utilizado como marcador de células 

precursoras de oligodendrócitos e de oligodendrócitos imaturos. Este marcador está ligado à 

diferenciação e maturação de oligodendrócitos, e apresenta expressão aumentada após lesão 

medular promovendo remielinização. Está expresso em células da substância branca próxima à 

lesão190-192. O anticorpo anti-Olig1 (O1) (clone 59, MAB344, Chemicon, Merck KGaA, 

Alemanha) foi gerado em camundongo e reconhece o epítopo de mamíferos e aves. 

Olig2 (Oligodendrocyte transcription factor 2) foi empregado como marcador de 

células da linhagem madura de oligodendrócitos. Atua como fator de transcrição crítico para a 

maturação dos oligodendrócitos. Persistem nas células precursoras de oligodendrócitos pós-

lesão e estão envolvidos na resposta de remielinização. Sua expressão surge entre 5 e 14 dias 

após o evento lesional. Na reação de imunoistoquímica, marcam-se os núcleos das células 

precursoras de oligodendrócitos. O aumento de sua expressão indica o potencial de atividade 

de remielinização e recuperação funcional193. O anticorpo anti-Olig2 (AB9610, Chemicon, 

Merck KGaA, Alemanha) foi gerado em coelho e reconhece o epítopo de mamíferos. 

O proteoglicano sulfato de condroitina NG2 (Neuron-glial antigen 2 / CSPG4) é 

marcador de glia NG2 precursoras de oligodendrócitos, que se proliferam e migram ao sítio 

lesional. Apresenta pico de expressão entre 3 e 7 dias após lesão, e sustenta sua presença por 

várias semanas. Sua expressão indica potencial de remielinização e inibe a formação de cicatriz 

glial. Na reação de imunohistoquímica, aumento da expressão indica recrutamento das células 
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precursoras de oligodendrócitos, geralmente ao redor do sítio lesional194,195. O anticorpo anti-

NG2 (clone 132.38, MAB5384, Chemicon, Merck KGaA, Alemanha) foi gerado em 

camundongo e reconhece o epítopo de roedores. 

Os anticorpos empregados na citometria de fluxo reconheciam os marcadores de 

células hematopoiéticas CD34 (anticorpo ab24904, Abcam, Eugene, OR) e CD45 (anticorpo 

553135, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ), o marcador de células endoteliais CD31 

(anticorpo ab25644, Abcam, Eugene, OR) e os marcadores de células-tronco mesenquimais 

CD73 (anticorpo 127207, BioLegend, San Diego, CA) e CD90 (anticorpo ab23830, Abcam, 

Eugene, OR). 

 

4.4 Métodos 

 

4.4.1 Coleta e processamento da mucosa olfatória dos roedores 

 

Foi inicialmente adotado o protocolo de isolamento do septo nasal original de Alvites 

et al. (2018)133. Para facilitar o procedimento, realizou-se a tricotomia da cabeça do animal. 

Posicionou-se o roedor em decúbito esternal. Inseriu-se uma das lâminas de uma tesoura 

delicada em uma das narinas, até o ponto em que se sentiu uma resistência (fenda de acesso à 

cavidade nasal). A tesoura pode ser rodada para melhor adaptação à forma da narina, mas jamais 

forçada para dentro da cavidade nasal, sob o risco de trauma e sangramento. Uma vez bem 

posicionada a lâmina da tesoura, procedeu-se ao corte desde a prega alar estendendo-se ao longo 

da parede nasal lateral. As suturas nasomaxilares podem ser usadas como guia para facilitar o 

corte ósseo. Realizou-se o mesmo procedimento no lado contralateral. Por fim, realizou-se um 

terceiro corte perpendicular aos tubérculos nasais, avançando vagarosamente na cavidade nasal 

ao longo das turbinas nasais, septo nasal e turbinas etmoidais. Este último passo é crítico em 

termos de destruição traumática e contaminação da mucosa olfatória. Alcançado o limite caudal 

da cavidade, os ossos nasais puderam ser rebatidos caudalmente ou removidos com auxílio de 

pinça atraumática. Assim, todo o assoalho da cavidade nasal foi exposto, assim como o recesso 

olfatório e a respectiva mucosa, caudalmente. Estando a mucosa olfatória evidente, a coleta 

deve prosseguir cautelosamente. Com pinça atraumática, pôde-se destacar o epitélio que reveste 

o recesso olfatório e parte do septo nasal.  

O protocolo de Alvites et al. (2018)133 foi modificado como se segue. Posicionou-se o 

rato em decúbito esternal, imediatamente após eutanásia conduzida e verificada de acordo com 

o protocolo do estudo. Incisou-se a pele longitudinalmente ao longo do crânio. Com auxílio de 
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tesoura para dissecção, melhorou-se o afastamento das estruturas de partes moles que 

circundam a área central da incisão. Com auxílio de broca diamantada de 2mm em aparelho de 

alta rotação (Medtronic®, Minneapolis, EUA), a 80.000 rpm, realizaram-se craniotomia e 

osteotomia longitudinal na linha média do crânio e ossos nasais. Com auxílio de pinça delicada, 

afastou-se a estrutura óssea em sentido bilateral e obteve-se vista direta da cavidade olfatória 

com o septo nasal em destaque. Utilizando bisturi delicado, lâmina número 15, destacou-se e 

coletou-se o septo, com mínima ou nenhuma contaminação hemorrágica. 

Cumprida esta etapa, colocou-se a amostra no tubo, em gelo, reservado no início do 

procedimento. Amostras de diferentes animais podem ser depositadas e transportadas no 

mesmo tubo, em gelo, por um período de até 2 horas. A Figura 3 ilustra o procedimento com 

imagens realizadas pelo autor no LETRAN (IOT, FMUSP).  

 

Figura 3 –  Aspectos técnicos do isolamento do septo nasal de rato adulto post-mortem: (A) 

rato posicionado em decúbito esternal, (B) incisão longitudinal, (C) dissecção de 

partes moles, (D e E) craniotomia e osteotomia nasal, (F) retração óssea, com 

cavidade nasal evidente, (G) coleta de septo nasal e (H) septo nasal isolado. 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

4.4.2 Cultivo de CEs e neuroesferas 

 

O cultivo de CEs foi de acordo com Mackay-Sim e Sutharsan (2012)196. O tecido 

isolado foi lavado com tampão fosfato salina (Gibco; NY, EUA) e fragmentado em pequenos 

pedaços, transferido para um microtubo e digerido enzimaticamente com 500 µL de TrypLE 

Express (Gibco; NY, EUA) por 20 minutos a 37°C. Para a inativação da enzima, adicionou-se 

soro fetal bovino (Gibco; NY, EUA) no mesmo volume, que foi removido após sedimentação, 
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repetindo-se o processo duas vezes. Após a ressuspensão do tecido em meio Dulbecco's 

Modified Eagle Medium:Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12; Gibco; CA, EUA) suplementado 

com soro fetal bovino a 10%, 2X GlutaMAX (Gibco; NY, EUA), 1X piruvato de sódio (Neon; 

Brasil) e 100U de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina (Gibco; NY, EUA), a dissociação 

mecânica foi realizada por pipetagem repetida usando diâmetros decrescentes de ponta de 

pipeta (P1000 e P200). A suspensão celular resultante foi filtrada através de um filtro de células 

de 40 µm (Falcon; NC, EUA) para remover quaisquer agregados remanescentes. As células 

foram plaqueadas em uma placa de Petri de 60 mm com 6 mL de meio para células-tronco e 

mantidas em atmosfera umidificada a 37°C e 5% de CO2. O meio completo suplementado com 

fungizona (1:1000) foi adicionado, reposto no dia seguinte e mantido durante os três primeiros 

dias in vitro. Duas trocas de meio, sem lavagem, foram realizadas nos dias 1 e 4 de cultivo in 

vitro (DIV 1 e DIV 4). O meio da primeira troca foi transferido para outra placa de 60 mm e 

mantido em cultura. Uma lavagem com PBS foi realizada no DIV 8. A passagem das células 

foi feita lavando-as duas vezes com PBS, seguido de incubação com aproximadamente 10 

µL/cm² de TrypLE por 5 minutos a 37°C. As células foram congeladas em P2 e em P3. As CEs 

em P5 foram submetidas à imunofenotipagem por citometria de fluxo, e em P3 foram utilizadas 

para ensaios de neuroesferas.  

A população aderente de CEs (origem mesenquimal) da quinta passagem foi analisada 

por citometria de fluxo. As células foram incubadas com TrypLE e 9 x 10⁵ células ressuspensas 

em 100 µL de PBS foram analisadas quanto à expressão de marcadores de superfície celular 

por citometria de fluxo. Para cada anticorpo testado, 1 × 10⁵ células foram inicialmente 

utilizadas. As células foram fixadas em paraformaldeído a 4% (Electron Microscopy Sciences, 

Hatfield, PA) em PBS por 15 minutos a 4°C e permeabilizadas com o kit de permeabilização 

celular (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) de acordo com o protocolo do fabricante. As 

células foram lavadas com PBS, bloqueadas em BSA a 2% (albumina de soro bovino, 

Invitrogen, Carlsbad, CA) durante 30 minutos à temperatura ambiente e incubadas durante uma 

hora a 4°C, na presença do anticorpo primário conjugado com fluoróforo numa diluição de 

1:500 em PBS com BSA a 2%. Um mínimo de 50.000 eventos foi analisado no citômetro de 

fluxo FACS Aria II e no software FACS Diva (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). 

Para formação de neuroesferas, células CEs em P3 foram descongeladas e mantidas 

em cultura em placas de ultra-baixa aderência, em meio DMEM/F-12, fator de crescimento de 

fibroblastos básico (bFGF, 20 ng/ml), fator de crescimento epidérmico (EGF, 20 ng/ml), 1X B-

27 (Gibco), penicilina e estreptomicina a 20 ng/ml, 2X L-alanil-L-glutamina (GlutaMAX, 
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Gibco). e piruvato de sódio 1X (Neon, São Paulo, Brasil). Neuroesferas foram passadas uma 

vez, por dissociação enzimática com dispase. 

Neuroesferas de 7 DIV foram medidas utilizando um microscópio com aumento de 

100x. As imagens foram adquiridas em um microscópio de luz invertido Zeiss Axiovert 40 CFL 

(Zeiss, Alemanha) equipado com uma câmera CCD AxioCam MRC5 (Zeiss, Alemanha) e 

processadas com o software AxioVision Rel. 4.7. A análise dos dados e a sobreposição de 

gráficos foram realizadas utilizando o software FlowJo™ v10.8 (BD Life Sciences). As esferas 

foram contadas e medidas usando o software AxioVision (Zeiss) ou ImageJ, e os painéis foram 

construídos com o plugin QuickFigures e analisados estatisticamente entre os grupos (ANOVA, 

P < 0,05) ou entre os grupos (teste post-hoc de Tukey, P < 0,05). 

 

4.4.3 Modelo experimental da lesão medular 

 

4.4.3.1 Animais para o procedimento cirúrgico 

 

Os ratos utilizados no estudo foram acomodados previamente no laboratório e foram 

manuseados frequentemente de forma a acostumá-los ao manejo dos experimentadores e 

estimulá-los a movimentarem-se, sem sentir medo (agachando-se, afastando-se do examinador, 

pouca ou nenhuma locomoção, defecação e micção frequentes, piloereção, vocalizações e falha 

no preparo), facilitando a avaliação dos desfechos de capacidade motora após a lesão. 

Todas as complicações foram registradas para análise estatística e foram excluídos os 

casos de: óbito após lesão medular experimental, anomalias na área lesada da medula 

observadas macroscopicamente, autofagia ou mutilação entre os animais ou movimentação 

preservada na primeira avaliação após lesão (superior a 15 pontos na escala Basso, Beattie e 

Bresnahan (BBB) de avaliação funcional). 

 

4.4.3.2 Grupos experimentais 

 

Para o procedimento cirúrgico, 60 animais foram incluídos e divididos em cinco 

grupos de 12 animais cada. 

Grupo 1: Os animais foram submetidos à via de acesso e laminectomia e não foram 

submetidos à contusão medular. 

Grupo 2: Os animais foram submetidos à via de acesso e laminectomia, seguida de 

durotomia e não foram submetidos à contusão medular. 
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Grupo 3: Os animais foram submetidos à via de acesso e laminectomia, seguida de 

durotomia, seguida de contusão medular por queda de peso (10g) de 12,5 mm de altura, 

utilizando o modelo MASCIS Impactor. 

Grupo 4: Os animais foram submetidos à via de acesso e laminectomia, seguida de 

durotomia, seguida de contusão medular por queda de peso (10g) de 12,5 mm de altura, 

utilizando o modelo MASCIS Impactor. Uma injeção de Matrigel® foi instilada no sítio 

lesional agudamente, em aplicação única por via aberta. 

Grupo 5: Os animais foram submetidos à via de acesso e laminectomia, seguida de 

durotomia, seguida de contusão medular por queda de peso (10g) de 12,5 mm de altura, 

utilizando o modelo MASCIS Impactor. Uma injeção contendo neuroesferas derivadas de 1 x 

105 CEs em solução com Matrigel® foi instilada no sítio lesional agudamente, em aplicação 

única por via aberta. 

 

4.4.3.3 Protocolo de anestesia 

 

Para a realização da lesão medular, os animais foram submetidos à anestesia com 

isoflurano por máscara na dose de 2% em oxigênio197. 

Após sedação leve, uma máscara foi fixada de modo a cobrir todo o focinho do animal 

levando a um plano anestésico mais profundo para então realizar-se a tricotomia e limpeza da 

região dorsal em que sofreram incisão. 

 

4.4.3.4 Procedimento cirúrgico 

 

Confirmado o plano anestésico, a exposição da medula para contusão controlada foi 

realizada com o auxílio de um microscópio cirúrgico. Após tricotomia, foi realizada uma 

incisão na linha média dorsal para expor os arcos posteriores da coluna vertebral, de T8 a T12. 

Os músculos inseridos nos processos espinhosos e nas lâminas de T9 a T11, foram 

descolados das suas inserções ósseas.  

A hemostasia, quando necessária, foi realizada com um coagulador bipolar.   Foram 

removidos com um micro saca-bocados o processo espinhoso, a lâmina da vértebra T8 até expor 

a medula e permitir o posicionamento da ponta da haste do NYU-Impactor (New York 

University, 1993)198. 
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4.4.3.5 Contusão medular 

 

As lesões foram produzidas obedecendo o protocolo internacional MASCIS 

(Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study)199 pelo sistema NYU Impactor200. Após o 

posicionamento do animal, o equipamento foi devidamente calibrado na altura de 12,5 mm, 

causando uma contusão moderada16. O sítio lesionado foi irrigado com soro fisiológico à 

temperatura ambiente, seguindo-se à inspeção. Após confirmação da contusão medular, foi 

instituído o tratamento de acordo com os grupos experimentais, realizada sutura em bloco da 

musculatura paravertebral e posteriormente sutura cutânea. 

 

4.4.3.6 Pós-operatório 

 

Os ratos retornaram às mesmas gaiolas de origem (40 x 60 cm), mantidos em grupos 

de até cinco animais, nas mesmas condições ambientais (manejo, alimentação ad libitum, troca 

periódica da maravalha e limpeza da gaiola) até o final do experimento. Os ratos foram 

observados quanto a mutilações, infecções ou outras alterações (critérios de exclusão e 

complicações). Após a lesão medular, os animais apresentaram bexiga neurogênica, sendo 

necessário a realização de massagem para esvaziamento vesical 2 vezes ao dia durante 5 dias200. 

 

4.4.3.7 Analgesia 

 

Foi ministrado cloridrato de tramadol na dose de 50 mg/kg a cada 8 horas durante 5 

dias, pentabiótico na dose 5 mg/Kg a cada 12 horas durante 5 dias, Meloxicam na dose 5 Mg/kg 

1 x ao dia durante 3 dias201. 

 

4.4.3.8 Antibioticoprofilaxia 

 

Foi realizado protocolo de antibiótico profilaxia com amoxicilina 15 mg/100 gramas 

a cada 12 horas durante 7 dias, por via subcutânea. 

 

4.4.3.9 Protocolo de eutanásia 

 

Realizou-se o mesmo protocolo de anestesia e, após confirmação do plano anestésico, 

foi realizada perfusão intracardíaca com solução de paraformoaldeído, seguindo protocolo de 
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fixação tecidual e preparo para lâminas de imunohistoquímica. Após três minutos de perfusão, 

ocorreu parada cardíaca (dispensando uso de cloreto de potássio). 

 

4.4.3.10 Descarte das carcaças 

 

Após o procedimento de ressecção medular, os animais são acondicionados em sacos 

plásticos brancos, devidamente identificados e encaminhados para o descarte seguindo apostila 

de descarte de carcaças da FMUSP. 

 

4.4.4 Avaliações 

 

4.4.4.1 Avaliação funcional 

 

Durante o período pós-operatório de 42 dias, a recuperação da capacidade locomotora 

após lesão medular é medida pela escala BBB (Basso, Beattie e Bresnahan) de avaliação 

funcional16 e também pela avaliação em plano horizontal202. 

A aplicação e interpretação da escala BBB foi padronizada em nosso laboratório por 

Santos et al. (2011)200. A avaliação é visual e é realizada por dois observadores treinados, cegos 

quanto ao grupo de estudo de cada animal. Para efeito de registro, é escolhida a menor nota 

entre os dois avaliadores. Todos os ratos dos grupos são avaliados antes da lesão medular e nos 

seguintes dias do período pós-operatório: 2, 7, 14, 21, 28, 35 e 42. 

A aplicação e interpretação do método de plano horizontal ou escada horizontal 

também foi realizada por dois avaliadores independentes. Para este método, utilizamos uma 

escada horizontal suspensa com 75cm de comprimento, com filetes metálicos espaçados a 

1.5cm entre si. Os animais são treinados para caminhar nesta escada por 5 dias antes da 

intervenção experimental. Após a intervenção designada para cada grupo, são reconduzidos à 

escada e sua caminhada é observada, por dois avaliadores que computam acertos (passos em 

que houve pisada no filete metálico) e erros (escorregões, quando pisam no vão entre os 

filetes)202. As avaliações são realizadas no momento pré-operatório e também nos dias de pós-

operatório 21, 28, 35 e 42. 

Houve ainda anotação e avaliação do tempo que os animais apresentaram bexiga 

neurogênica após a lesão medular. 

 

 



59 

 

 

4.4.4.2 Necrópsia e avaliação macroscópica 

 

O exame necroscópico dos camundongos é realizado de modo a permitir a 

identificação macroscópica de possíveis alterações em relação ao padrão normal.  

Na inspeção inicial, é observada externamente a presença de possíveis lesões 

associadas à autofagia ou mutilação. É então realizada a retirada da coluna vertebral através de 

uma via de acesso dorsal extensa. Após a exposição, realiza-se uma incisão entre o segmento 

de T8 a T12. Com um micro saca bocados, as estruturas ósseas e partes moles adjacentes à 

medula são ressecadas de forma a obter-se a exposição completa da medula espinal. A medula 

espinal é inspecionada macroscopicamente no local da contusão para verificar se há anomalias 

estruturais que preencham critérios de exclusão. 

Realiza-se incisão ventral, com toracotomia e laparotomia associadas. Os pulmões são 

inspecionados para a identificação de possíveis alterações, como a presença de empiema ou 

condensação. No abdômen, é realizada a inspeção da bexiga, para a identificação de bexiga 

neurogênica flácida (com aumento importante do volume da mesma) ou de alterações 

sugestivas de infecção (hiperemia e hematúria). Os dados assim coletados são listados para 

posterior análise estatística de complicações associadas. 

A seguir, a medula retirada é encaminhada em frascos, devidamente identificados, em 

soluções fixadoras para o Serviço de Anatomia Patológica do Instituto de Ortopedia e 

Traumatologia do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São 

Paulo. 

O estudo anatomopatológico consiste de uma análise microscópica (óptica) de lâminas 

coradas pela hematoxilina-eosina (HE). 

São realizados cortes histológicos no plano axial no segmento medular com intervalos 

de dois milímetros, representando toda a área lesada, numa extensão de um centímetro a partir 

do centro da lesão. Este material é processado e desidratado em bateria de álcoois, e depois 

sofre processo de diafanização em xilol e posteriormente incluído em parafina. Uma vez 

contido no bloco de parafina, são feitos cortes histológicos de cinco micras em micrótomo. 

Estes cortes são realizados meio centímetro acima e meio centímetro abaixo da área central da 

lesão. Este material é então fixado em lâminas de vidro e corados pela técnica de hematoxilina-

eosina. 

Assim, são preparadas 3 lâminas para cada medula, denominadas A, B e C. As lâminas 

A e C correspondem, respectivamente, às regiões proximal e distal ao sítio de lesão e são 

colhidas como forma de controle individual em cada camundongo. Já o fragmento B 
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corresponde ao sítio de lesão propriamente dito, sendo diferente dos fragmentos A e C. Cada 

segmento A, B ou C é tratado e avaliado distintamente. 

 

4.4.4.3 Análise histológica e imunohistoquímica 

 

A avaliação pelos patologistas é feita de forma cega, sem que sejam informados a que 

grupo pertence cada material estudado. O segmento de medula espinal de oito animais é fixado 

em paraformaldeído a 10% e analisado por HE e imunofluorescência. O tecido dos demais 

animais (quatro) é submetido à avaliação axonal, cujo preparo difere dos demais. Para essa 

análise, a medula é fixada em paraformaldeído a 1% em tampão fosfato a 0,1M, pH 7,3. Após 

uma hora, o tecido é pós-fixado por duas horas em tetróxido de ósmio a 2% em tampão fosfato. 

As etapas de desidratação do tecido seguem como explicado acima, embora o tecido seja 

infiltrado em óxido de propileno e incluído em resina Epoxi (Burlington, VT) até 

polimerização. 

 

4.4.4.4 Histologia 

 

Análise de coloração por hematoxilina-eosina (HE) e imunoistoquímica seguiram 

procedimentos de rotina e foram realizadas como serviço (HistoCell, São Paulo). A análise das 

lâminas foi realizada por patologistas experientes (FM-USP). Na análise microscópica por HE, 

são observados sinais de rejeição celular (infiltrado inflamatório abundante) ou malignação 

(núcleos hipercromáticos com pleomorfismo, elevada atividade mitótica, áreas necróticas, 

invasão vascular e/ou a tecidos vizinhos). 

Em nosso estudo, um sistema de escore semiquantitativo foi empregado para avaliar a 

expressão de marcadores específicos (NG2, GFAP, Olig1, Olig2 e CD11B) em cortes de 

medula espinal dos grupos experimentais. As regiões com marcação imunohistoquímica foram 

acessadas independentemente sob microscópio óptico por dois patologistas com cegamento das 

amostras analisadas. Os escores variaram de 0 a 4, de acordo com os seguintes critérios: 

• 0: Negativo (0%; sem marcação detectável); 

• 1: Marcação leve/focal (0–25%, áreas limitadas); 

• 2: Marcação moderada (25–50%, detectável mas não difusa); 

• 3: Marcação intensa e difusa (50–75%); e 

• 4: Marcação muito intense e homogênea (75–100%, por toda a amostra). 
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Esta avaliação semiquantitativa foi previamente descrita e validada para a avaliação 

da expressão de proteínas em secções de tecidos203. 

 

4.4.5 Análise estatística 

 

O tamanho da amostra foi calculado de forma baseada no objetivo principal - comparar 

os resultados do BBB após 6 semanas de tratamento com células tronco ectomesenquimal aos 

grupos controle. O estudo foi composto por cinco grupos de ratos, supondo uma diferença entre 

valores da escala BBB de pelo menos 1,5 pontos. Sabendo que a variação no BBB é de 0,9 

pontos83, a amostra necessária para a realização do estudo, com poder de 80% e confiança de 

95%, foi estimada em 12 ratos para cada grupo com base na comparação via análise de variância 

(ANOVA) assumindo teste bicaudal204.  

Os parâmetros avaliados foram descritos segundo grupos e momentos de avaliação 

com uso de medidas resumo (média, desvio padrão, mediana e quartis)205e comparados os 

parâmetros com uso de equações de estimação generalizadas (EEG) com distribuição normal e 

função de ligação identidade, assumindo matriz de correlações AR(1)206, as variações de peso 

dos animais e o tempo de bexiga neurogênica foram descritas segundo grupos e comparadas 

com uso de análise de variâncias (ANOVA) e teste Kruskal-Wallis respectivamente, sendo o 

teste Kruskal-Wallis seguido de comparações múltiplas de Dunn para identificar entre quais 

grupos ocorrem as diferenças204 e as análises do BBB e plano horizontal foram seguidas de 

comparações múltiplas de Bonferroni para identificar entre quais grupos ou momentos 

ocorreram as diferenças204. Os dados de imunohistoquímica foram descritos segundo grupos 

com uso de frequências absolutas e relativas e comparados com uso de testes Kruskal-Wallis 

seguidos de comparações múltiplas de Dunn e foram calculadas as correlações de Spearman 

entre os dados de imunohistoquímica e os testes funcionais na 6ª semana e tempo de bexiga 

neurogênica. 

Para realização das análises foi utilizado o software IBM-SPSS for Windows versão 

22.0 e para tabulação dos dados foi utilizado o software Microsoft Excel 2013. Os testes foram 

realizados com nível de significância de 5%. 



62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 RESULTADOS 



63 

 

 

5 RESULTADOS 

 

O procedimento de coleta da mucosa olfatória deve ser realizado em sua totalidade em 

no máximo dez minutos após o óbito do animal132; caso contrário, há grande risco de alterações 

biológicas e estruturais nas CE. Estas alterações tornam inviáveis seu isolamento, sua expansão 

e, por consequência, seu emprego em cultivo celular.  A partir da técnica inicialmente 

empregada, como descrito por Alvites et al. (2018)133, observaram-se dois problemas 

principais: a contaminação hemorrágica do material retirado e as alterações estruturais deste 

material decorrentes seja da demora em retirar o tecido nasal, seja da própria manipulação da 

tesoura no interior da cavidade nasal (não mostrado). Nesse contexto, desenvolvemos técnica 

original, não descrita na literatura, para a retirada do septo nasal de ratos adultos (Anexo C). A 

inovação no procedimento de dissecção foi a craniotomia assistida por uma broca diamantada 

de alta precisão. Seguiu-se osteotomia na linha média do crânio e dos ossos nasais e isolamento 

do septo nasal com sangramento mínimo (Figura 3H). 

Quando cultivada primariamente em meio completo, a mucosa olfatória dissociada 

fornece populações mistas de células, observadas como células aderentes de crescimento rápido 

(Figura 4A) e células brilhantes em suspensão (Figura 4A, setas). Células aderentes de 

passagem 5 submetidas a análises de citometria com anticorpos que identificam marcadores de 

células-tronco mesenquimais, notadamente CD73 e CD90, apresentaram taxas de detecção de 

58,4% e 38,8%, respectivamente, confirmando um enriquecimento no tipo de célula-tronco 

mesenquimal esperado (Figura 4C). Em concordância, essa população de células aderentes 

apresentou taxas de detecção mais baixas para marcadores de células hematopoiéticas, CD34 

(0,48%) e CD45 (15,6%) ou para o marcador de células endoteliais CD31 (7,13%; Figura 4C). 

O número total de eventos foi de 268.322, 268.265, 267.178, 267.118 e 270.252, 

respectivamente para CD34, CD45, CD31, CD73 e CD90. Os dados mostraram, portanto, que 

a passagem celular enriqueceu a população de células aderentes em células-tronco 

mesenquimais, embora na passagem 5 ela fosse heterogênea. 

Foi medido o tamanho de neuroesferas obtidas em cultivo sob condições não aderentes 

e que favorecem a proliferação de células-tronco neurais. Em meio de cultura, o diâmetro de 

esferas individuais foi medido no DIV 4 (N=22; média de 69,47 µm ± 21,61; Figura 4D), no 

DIV 7 (N=29; média de 69,83 ± 12,69; Figura 4E), no DIV 9 (N=23; média de 88,61 ± 26,95) 

e no DIV 15 (N=21; média de 91,47 ± 28,05; Figura 4F). O diâmetro das esferas aumentou 

entre os grupos (ANOVA, P < 0,05), evidenciando mudanças específicas no tamanho do DIV 
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4 para o DIV 9, do DIV 4 para o DIV 15, do DIV 7 para o DIV 9 e do DIV 7 para o DIV 15 

(Figura 4G; teste post-hoc de Tukey, P < 0,05). 

 

Figura 4 – Análise de populações de células aderentes e flutuantes. (A) Imagens de contraste 

de fase mostrando células aderentes confluentes em DIV 7 e células flutuantes 

brilhantes (setas). (B) Estruturas esféricas formadas em cultura em suspensão de 

células P3 10 dias após o plaqueamento. (C) Análise citométrica de fluxo de células 

aderentes P5 coletadas em 90% de confluência, analisadas para a expressão dos 

marcadores de células hematopoiéticas CD34 e CD45, o marcador de células 

endoteliais CD31 e os marcadores de tronco mesenquimais CD73 e CD90. (D-F) 

Imagens representativas de esferas flutuantes de células observadas após quatro 

(D), sete (E) ou 15 dias em cultura. (G) Diagrama de pontos do tamanho da esfera 

(μm) mostrando medições individuais feitas no dia indicado em cultura. ANOVA 

unidirecional com teste post hoc de Tukey (μ = 0,05). Os dados são apresentados 

como média ± DP. ∗p < 0,05; ∗∗ p < 0,01. Barras de escala = 50 μm. 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

5.1. Análises da função motora dos animais no período pós-operatório 

 

Cinco grupos experimentais, cada um composto por 12 ratos machos, foram 

estabelecidos para o procedimento cirúrgico. Os animais de todos os grupos (1 a 5) foram 

submetidos à laminectomia, e os animais dos grupos 2 a 5 foram também submetidos à 
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durotomia. Os animais dos grupos 3, 4 e 5 foram submetidos à contusão da medula espinal. O 

grupo 3 foi o controle negativo, pois os animais não receberam tratamento com células nem 

com o veículo. Os animais dos grupos 4 e 5 receberam veículo Matrigel® a 90% antes da sutura 

do tecido, enquanto os do grupo 5 também receberam células neuroesferas indiferenciadas, 

suspensas em Matrigel® a 90% imediatamente após a contusão e antes da sutura do tecido. Nos 

grupos 2, 3 e 5, um animal foi excluído de cada grupo devido à autofagia ou à ineficácia da 

lesão.  

O peso corporal dos animais foi avaliado no início e ao final do experimento. O tônus 

da bexiga e a função motora foram avaliados antes e depois da cirurgia no dia 2 (D2) e ao 

término das semanas 1 (S1), 2 (S2), 3 (S3), 4 (S4), 5 (S5) e 6 (S6). Os efeitos da lesão na função 

motora (D2) e na recuperação motora pós-operatória (D2 – S6) foram avaliados usando a escala 

desenvolvida por Basso, Beattie e Bresnahan (escala BBB) com base em dez categorias de 

comportamento, que variam do movimento dos membros à posição da cauda no espaço, 

resultando em uma pontuação final de 0 (zero) a 21 (11). Como todos os animais dos grupos 1 

(apenas laminectomia) e 2 (laminectomia mais durotomia) obtiveram pontuação 21 na escala 

BBB ao longo do estudo (Tabela 1), os dois procedimentos, laminectomia e durotomia, foram 

considerados seguros e esses grupos de controle não foram levados em consideração em 

análises posteriores. 
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Tabela 1 – Descrição da escala BBB segundo grupos e momentos de avaliação e resultado das comparações. 

 

Variável/Grupo 
Momento 

p Grupo 
p 

Momento 

p 

Interação 2 dias 1 semana 2 semanas 3 semanas 4 semanas 5 semanas 6 semanas 

BBB               <0,001 <0,001 <0,001 

Laminectomia (N = 12)                   

média ± DP 21 ± 0 21 ± 0 21 ± 0 21 ± 0 21 ± 0 21 ± 0 21 ± 0       

mediana (p25; 

p75) 21 (21; 21) 21 (21; 21) 21 (21; 21) 21 (21; 21) 21 (21; 21) 21 (21; 21) 21 (21; 21)       

Laminectomia + Durotomia Micro (N = 11)                 

média ± DP 21 ± 0 21 ± 0 21 ± 0 21 ± 0 21 ± 0 21 ± 0 21 ± 0       

mediana (p25; 

p75) 21 (21; 21) 21 (21; 21) 21 (21; 21) 21 (21; 21) 21 (21; 21) 21 (21; 21) 21 (21; 21)       

Laminectomia + Durotomia + Lesão (N = 

11)                 

média ± DP 0,4 ± 0,5 0,9 ± 0,7 2 ± 0,6 3,1 ± 0,9 4,6 ± 1 6,7 ± 1,7 8,8 ± 1,8       

mediana (p25; 

p75) 0 (0; 1) 1 (0; 1) 2 (2; 2) 3 (2; 4) 4 (4; 6) 7 (5; 8) 8 (8; 10)       

Laminectomia + Durotomia + Lesão + Matrigel (N = 12)               

média ± DP 0,2 ± 0,4 0,5 ± 0,5 2,6 ± 0,8 4,5 ± 1,2 7,2 ± 1 9,8 ± 1,7 11,9 ± 1,7       

mediana (p25; 

p75) 0 (0; 0) 0,5 (0; 1) 2 (2; 3) 4,5 (4; 5,8) 7,5 (6,3; 8) 10 (8; 11,8) 12 (11,3; 13)       

Laminectomia + Durotomia + Lesão + Matrigel + Células EMSC (N 

= 11)             

média ± DP 0,5 ± 0,5 3,3 ± 1 5,4 ± 1,2 6,5 ± 1,7 10,1 ± 1,8 12,4 ± 0,9 13 ± 1,1       

mediana (p25; 

p75) 0 (0; 1) 4 (2; 4) 5 (4; 6) 7 (5; 8) 10 (8; 12) 12 (12; 13) 13 (12; 14)       

Na análise foram considerados os grupos 3, 4 e 5 e os momentos 2 dias, 3 semanas e 6 semanas; EEG com distribuição normal e função de ligação identidade, assumindo 

matriz de correlações AR(1) entre os momentos 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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Ao longo do estudo, não houve diferença no peso corporal entre os animais dos três 

grupos (ANOVA, P=0,896). Bexiga neurogênica foi observada em todos os animais submetidos 

à compressão da medula espinhal e persistiu até a quinta semana para os animais do grupo 3 e 

até a quarta semana para os grupos 3 e 4, com diferença significativa entre os três grupos 

(P=5X10-9, teste de Kruskal-Wallis). 

Em D2, pelo menos 50% de todos os animais de cada grupo 2, 3 ou 4 obtiveram 

pontuação zero na escala BBB, e os demais obtiveram pontuação 1 ou 2 (Gráfico 1). Não houve 

diferença entre os três grupos no D2 (Tabela 1). Esses dados demonstraram a eficácia da 

contusão na medula espinhal e a homogeneidade entre os animais de cada grupo. Comparações 

não pareadas e pareadas do valor da escala BBB ao longo do período pós-operatório, do D2 até 

a S6, revelaram melhora da função motora em cada grupo 3, 4 ou 5 (Tabela 2; Gráfico 2). 

 

Gráfico 1 – Perfis médios do BBB e respectivos erros padrões segundo grupos.  

 

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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Tabela 2 – Resultado das comparações múltiplas do BBB entre grupos e momentos avaliados conforme as diferenças encontradas. 

 

Grupo/Momento Comparação 
Diferença 

média 

Erro 

Padrão 
p 

IC (95%) 

Inferior Superior 

Só Lesão 

2 dias - 3 semanas -2.73 0.51 <0,001 -4.35 -1.11 

2 dias - 6 semanas -8.45 0.52 <0,001 -10.10 -6.81 

3 semanas - 6 semanas -5.73 0.51 <0,001 -7.35 -4.11 

Lesão + Matrigel 

2 dias - 3 semanas -4.33 0.49 <0,001 -5.88 -2.78 

2 dias - 6 semanas -11.75 0.49 <0,001 -13.33 -10.17 

3 semanas - 6 semanas -7.42 0.49 <0,001 -8.97 -5.87 

Lesão + Matrigel + 

Células EMSC 

2 dias - 3 semanas -6.00 0.51 <0,001 -7.62 -4.38 

2 dias - 6 semanas -12.55 0.52 <0,001 -14.19 -10.90 

3 semanas - 6 semanas -6.55 0.51 <0,001 -8.17 -4.93 

2 dias 

Só Lesão - Lesão + Matrigel 0.20 0.51 >0,999 -1.42 1.81 

Só Lesão - Lesão + Matrigel + Células EMSC -0.09 0.52 >0,999 -1.74 1.56 

Lesão + Matrigel - Lesão + Matrigel + Células EMSC -0.29 0.51 >0,999 -1.90 1.33 

3 semanas 

Só Lesão - Lesão + Matrigel -1.41 0.51 0.190 -3.02 0.21 

Só Lesão - Lesão + Matrigel + Células EMSC -3.36 0.52 <0,001 -5.01 -1.71 

Lesão + Matrigel - Lesão + Matrigel + Células EMSC -1.95 0.51 0.004 -3.57 -0.34 

6 semanas 

Só Lesão - Lesão + Matrigel -3.10 0.51 <0,001 -4.71 -1.48 

Só Lesão - Lesão + Matrigel + Células EMSC -4.18 0.52 <0,001 -5.83 -2.53 

Lesão + Matrigel - Lesão + Matrigel + Células EMSC -1.08 0.51 >0,999 -2.70 0.53 

Comparações múltiplas de Bonferroni 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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Gráfico 2 –  Valores da escala BBB para cada grupo (G3, G4 e G5) momento do estudo (D2, S1 - S6) permitindo a comparação entre os momentos. 

No box plot, X representa a mediana. Pequenos círculos indicam valores discrepantes e valores internos. Cada caixa colorida indica 

os valores do primeiro e terceiro interquartis. Os valores mínimo e máximo estão indicados  (*) P<0,05 para o pós-teste de Dunn com 

correção de Bonferroni. Está indicado somente a primeira diferençaa significante ao longo do período pós-operatório para cada grupo. 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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Ao considerar os tempos individuais, foram observadas diferenças entre as pontuações 

BBB dos grupos nas semanas 1 e 2 (teste de Kruskal-Wallis, P = 2,89 x 10-5 e 2,39 x 10-5, 

respectivamente), com os valores mais altos para os animais do grupo 5, que receberam células 

em Matrigel® (média de 3,63 na semana 1 e 5,36 na semana 2), significativamente diferentes 

dos animais do grupo 3 (média de 1,25 na semana 1 e 2,18 na semana 2) ou do grupo 4 (média 

de 0,83 na semana 1 ou 2,75 na semana 2) (Tabela 3). No geral, os dados BBB nas semanas 1 

e 2 mostram que os grupos 3 e 4 foram semelhantes, enquanto os animais do grupo 4 

apresentaram pontuações significativamente mais altas do que qualquer um dos outros dois 

grupos. 

 

Tabela 3 –    Diferenças dos valores da escala BBB entre os grupos dentro de cada período pós-

operatório*. 

 

 Grupo 4 Grupo 5 

Dia 2** 

Grupo 3 1 1 

Grupo 4  1 

Semana 1** 

Grupo 3 1 0.0022 

Grupo 4  0.000036 

Semana 2 

Grupo 3 1 0.000054 

Grupo 4  0.00078 

Semana 3 

Grupo 3 0.20 0.00021 

Grupo 4  0.079 

Semana 4** 

Grupo 3 0.025 1.45 X 10-6 

Grupo 4  0.037 

Semana 5** 

Grupo 3 0.042 2.91 X 10-6 

Grupo 4  0.033 

Semana 6** 

Grupo 3 0.005 0.00014 

Grupo 4  0.96 

* Valores de p do teste post-hoc de Dunn com correção de Bonferroni. **Restultados do teste de Kruskal-Wallis 

para Dia 2 (P = 0.82), Semana 1 (P = 2.89 X 10-5), Semana 2 (P = 2.39 X 10-5), Semana 3 (P = 3.5 X 10-4), 

Semana 4 (P = 3.15 X 10-6), Semana 5 (P = 6.17 X 10-6) e Semana 6  (1.2 X 10-4). 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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Cada um dos dois grupos-teste de animais (grupos 4 e 5) apresentou pontuações BBB 

significativamente mais altas na semana 3 quando comparadas aos seus próprios valores no dia 

2 (Tabela 4). Vale ressaltar que os grupos 2 e 3 foram semelhantes (P=0,19). Os valores de 

BBB no D2 diferiram dos valores na S4 dentro de cada grupo (grupos 3, 4 ou 5; Tabela 2). Na 

S4, o Matrigel® isoladamente (grupo 4) foi superior ao controle, mas ainda inferior ao grupo 5 

(teste post-hoc de Dunn com correção de Bonferroni, P = 0,03 e P = 0,04, respectivamente). O 

mesmo perfil de pontuação de BBB por grupo persistiu até a S5. Na S6, os grupos 4 e 5 

diferiram do grupo 3 (Bonferroni, P<0,05), que apresentou a menor pontuação de BBB entre 

os três grupos (8,8 ± 1,8). O grupo 5 (13 ± 1,1) apresentou a maior pontuação média de BBB 

entre todos os grupos de animais submetidos à SCC e valores semelhantes aos do grupo 4 (11,9 

± 1,7). 

 

Tabela 4 –   Diferenças dos valores da escala BBB entre os períodos pós-operatórios dentro de 

cada grupo*. 

 

 S1 S2 S3 S4 S5 S6 

Grupo 3 (N = 11)** 

D2 1 0.53 0.09 0.0002 1.66 X 10-6 4.59 X 10-9 

S1  1 0.48 0.0027 0.000033 1.56 X 10-7 

S2   1 0.66 0.035 0.00084 

S3    1 0.24 0.0097 

S4     1 1 

S5      1 

 

Grupo 4 (N = 12)** 

D2 1 0.73 0.047 0.0002 2.94 X 10-7 1.25 X 10-9 

S1  1 0.11 0.0006 1.43 X 10-6 7.74 X 10-9 

S2   1 0.39 0.008 0.0001 

S3    1 0.18 0.01 

S4     1 0.78 

S5      1 

 

Grupo 5 (N = 11)** 

D2 1 0.19 0.039 0.000029 9.65 X 10-8 2.26 X 10-9 

S1  1 1 0.0065 0.000074 3.49 X 10-6 

S2   1 0.55 0.024 0.0025 

S3    1 0.13 0.017 

S4     1 1 

S5      1 

* Valores de p do teste post-hoc de Dunn com correção de Bonferroni. **Resultados do teste de Kruskal-Wallis 

para o grupo 3 (P = 8.67 X 10-13), group 4 (P = 1.04 X 10-14) e grupo 5 (6.9 X 10-13). 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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Analisando os dados referentes à análise do plano horizontal, as Tabelas 6 e 7 mostram 

que os acertos, escorregões e erros percentuais apresentaram comportamentos médios dos 

grupos estatisticamente diferentes ao longo dos momentos avaliados (p Interação = 0,05), já os 

passos diferiram ao longo dos momentos de avaliação apenas independente do grupo (p Momento 

< 0,001). 

A Tabela 5 mostra que os passos médios diminuíram estatisticamente do pré para os 

demais momentos avaliados em todos os grupos (p < 0,001) e aumentaram novamente de 4 para 

6 semanas (p < 0,001). Os escorregões e erros percentuais foram em média estatisticamente 

maiores na semana 4 que no pré e 6ª semana (p < 0,05), havendo maior média estatisticamente 

significativa de escorregões e erros no grupo lesão + matrigel que no grupo lesão + matrigel + 

células EMSC no pré e menor que no grupo só lesão em 4 semanas (p < 0,001). O percentual 

de acertos apresentou redução média estatisticamente significativa do pré para 6 semanas no 

grupo só lesão (p = 0,033), no grupo lesão + matrigel houve redução média do pré para 4 

semanas apenas (p = 0,001) e no grupo lesão + matrigel + células EMSC houve redução média 

na 4ª semana em relação ao pré (p < 0,001), mas voltou a aumentar de 4 para 6 semanas (p = 

0,002), porém, em nenhum momento houve diferença média estatisticamente significativa entre 

os grupos (p > 0,05). Os Gráficos 3, 4, 5 e 6 ilustram os dados em forma gráfica. 

 

Gráfico 3 – Perfis médios e respectivos erros padrões do número de passos segundo grupo. 

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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Gráfico 4 –  Perfis médios e respectivos erros padrões do percentual de acertos segundo 

grupo. 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

Gráfico 5 –  Perfis médios e respectivos erros padrões do percentual de escorregões segundo 

grupo. 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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Gráfico 6 – Perfis médios e respectivos erros padrões do percentual de erros segundo grupo. 

  

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor
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Tabela 5 –   Resultado das comparações múltiplas dos parâmetros do plano horizontal entre grupos e momentos avaliados conforme diferenças 

apresentadas. 

 

Variável Grupo/Momento Comparação 
Diferença 

média 

Erro 

Padrão 
p 

IC (95%) 

Inferior Superior 

Passos Todos os grupos 

Pré - 4 semanas 43.5 1.2 <0,001 40.6 46.4 

Pré - 6 semanas 36.9 1.3 <0,001 33.8 40.0 

4 semanas - 6 semanas -6.5 0.6 <0,001 -7.9 -5.2 

Acertos (%) 

Só Lesão 

Pré - 4 semanas -3.3 13.5 >0,999 -46.4 39.8 

Pré - 6 semanas 18.5 5.6 0.033 0.6 36.4 

4 semanas - 6 semanas 21.8 13.5 >0,999 -21.3 64.9 

Lesão + Matrigel 

Pré - 4 semanas 24.5 5.7 0.001 6.2 42.7 

Pré - 6 semanas 13.9 5.4 0.343 -3.2 31.0 

4 semanas - 6 semanas -10.6 5.7 >0,999 -28.8 7.7 

Lesão + Matrigel 

+ Células EMSC 

Pré - 4 semanas 28.0 5.7 <0,001 9.8 46.2 

Pré - 6 semanas 5.1 5.9 >0,999 -13.6 23.9 

4 semanas - 6 semanas -22.8 5.7 0.002 -41.1 -4.6 

Pré 

Só Lesão - Lesão + Matrigel 0.1 5.5 >0,999 -17.5 17.7 

Só Lesão - Lesão + Matrigel + Células EMSC -1.2 5.8 >0,999 -19.7 17.2 

Lesão + Matrigel - Lesão + Matrigel + Células EMSC -1.3 5.7 >0,999 -19.4 16.8 

4 semanas 

Só Lesão - Lesão + Matrigel 27.8 13.8 >0,999 -16.4 72.0 

Só Lesão - Lesão + Matrigel + Células EMSC 30.0 13.8 >0,999 -13.9 74.0 

Lesão + Matrigel - Lesão + Matrigel + Células EMSC 2.2 6.4 >0,999 -18.2 22.7 

6 semanas 

Só Lesão - Lesão + Matrigel -4.5 5.5 >0,999 -22.2 13.1 

Só Lesão - Lesão + Matrigel + Células EMSC -14.6 5.8 0.411 -33.1 3.9 

Lesão + Matrigel - Lesão + Matrigel + Células EMSC -10.1 5.7 >0,999 -28.1 8.0 

       Continua 
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       Continuação 

Variável Grupo/Momento Comparação 
Diferença 

média 

Erro 

Padrão 
p 

IC (95%) 

Inferior Superior 

Escorregões  

(%) 

Só Lesão 

Pré - 4 semanas -88.6 9.5 <0,001 -119.1 -58.1 

Pré - 6 semanas -8.2 9.4 >0,999 -38.4 22.0 

4 semanas - 6 semanas 80.4 9.5 <0,001 49.9 110.9 

Lesão + Matrigel 

Pré - 4 semanas -37.8 9.1 0.001 -67.0 -8.6 

Pré - 6 semanas -4.4 9.0 >0,999 -33.3 24.5 

4 semanas - 6 semanas 33.4 9.1 0.009 4.2 62.6 

Lesão + Matrigel 

+ Células EMSC 

Pré - 4 semanas -26.2 10.0 0.316 -58.2 5.8 

Pré - 6 semanas -3.4 9.9 >0,999 -35.1 28.2 

4 semanas - 6 semanas 22.8 10.0 0.820 -9.2 54.8 

Pré 

Só Lesão - Lesão + Matrigel 0.5 9.2 >0,999 -29.0 30.1 

Só Lesão - Lesão + Matrigel + Células EMSC 1.1 9.7 >0,999 -29.9 32.0 

Lesão + Matrigel - Lesão + Matrigel + Células EMSC 51.3 9.2 <0,001 21.8 80.9 

4 semanas 

Só Lesão - Lesão + Matrigel 63.4 9.7 <0,001 32.5 94.3 

Só Lesão - Lesão + Matrigel + Células EMSC 4.4 9.2 >0,999 -25.2 33.9 

Lesão + Matrigel - Lesão + Matrigel + Células EMSC 5.8 9.7 >0,999 -25.1 36.7 

6 semanas 

Só Lesão - Lesão + Matrigel 0.5 9.5 >0,999 -29.8 30.8 

Só Lesão - Lesão + Matrigel + Células EMSC 12.1 9.5 >0,999 -18.2 42.4 

Lesão + Matrigel - Lesão + Matrigel + Células EMSC 1.5 9.5 >0,999 -28.8 31.8 

Erros  (%) 

Só Lesão 

Pré - 4 semanas -90.3 8.5 <0,001 -117.5 -63.1 

Pré - 6 semanas -10.3 9.1 >0,999 -39.5 18.9 

4 semanas - 6 semanas 80.0 8.5 <0,001 52.8 107.2 

Lesão + Matrigel 

Pré - 4 semanas -43.9 8.1 <0,001 -69.9 -17.9 

Pré - 6 semanas -9.5 8.8 >0,999 -37.5 18.5 

4 semanas - 6 semanas 34.4 8.1 0.001 8.4 60.4 

Lesão + Matrigel 

+ Células EMSC 

Pré - 4 semanas -18.7 8.9 >0,999 -47.2 9.8 

Pré - 6 semanas -1.7 9.6 >0,999 -32.4 28.9 

         

   

 

 

      



77 

 

 

        Conclusão 

Variável Grupo/Momento Comparação 
Diferença 

média 

Erro 

Padrão 
p 

IC (95%) 

Inferior Inferior 

Erros  (%) 

Lesão + Matrigel 

+ Células EMSC 4 semanas - 6 semanas 17.0 8.9 >0,999 -11.5 45.5 

Pré 

Só Lesão - Lesão + Matrigel -0.6 9.1 >0,999 -29.6 28.3 

Só Lesão - Lesão + Matrigel + Células EMSC 0.2 9.5 >0,999 -30.1 30.5 

Lesão + Matrigel - Lesão + Matrigel + Células EMSC 45.8 9.1 <0,001 16.8 74.7 

4 semanas 

Só Lesão - Lesão + Matrigel 71.7 9.5 <0,001 41.4 102.1 

Só Lesão - Lesão + Matrigel + Células EMSC 0.2 9.1 >0,999 -28.8 29.2 

Lesão + Matrigel - Lesão + Matrigel + Células EMSC 8.8 9.5 >0,999 -21.5 39.1 

6 semanas 

Só Lesão - Lesão + Matrigel 0.8 9.3 >0,999 -28.9 30.5 

Só Lesão - Lesão + Matrigel + Células EMSC 26.0 9.3 0.187 -3.7 55.7 

Lesão + Matrigel - Lesão + Matrigel + Células EMSC 8.6 9.3 >0,999 -21.1 38.3 
Comparações múltiplas de Bonferroni 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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5.2 Análises histológicas e de imunohistoquímica 

 

Foram realizadas análises histológicas da medula espinal, depois da eutanásia que 

ocorreu 42 dias após a contusão. O grupo 3 (controle) foi a referência para descrever a 

cicatrização espontânea da lesão avaliada pela coloração HE. Neste grupo, o exame histológico 

da medula espinal revelou uma arquitetura fibrilar esparsa e desorganização no local da lesão. 

Além disso, foram observadas regiões de vacuolização na substância branca; entretanto, não 

havia evidências de necrose, hemorragia ou edema (Figuras 5 e 6). Nos animais tratados com 

Matrigel, o exame histológico revelou alterações teciduais leves em comparação ao grupo 

controle (não tratado). Houve vacuolização na substância branca perilesional, mas não foi 

observada necrose significativa. Na análise histológica do grupo tratado com células-tronco, 

observou-se uma população mais densa de células gliais, juntamente com áreas de 

vacuolização. De modo notável, algumas bordas dessas áreas mostravam núcleos achatados. 

 

Figura 5 –    Painel de Histologia da Medula Espinal nos Grupos Experimentais, com amostras 

representativas de tecido medular com lesão; lesão e Matrigel; e lesão, Matrigel e 

células ectomesenquimais, após 6 semanas.  

 

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 

Barras de escala: 50 μm. 
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Figura 6 – Painel de Imunohistoquímica da Medula Espinal nos Grupos Experimentais, com 

amostras representativas de tecido medular com lesão; lesão e Matrigel; e lesão, 

Matrigel e células ectomesenquimais, após 6 semanas.  

 

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 

Barras de escala: 50 μm. 

 

Os resultados de imunohistoquímica para o grupo 3 indicaram baixos níveis de 

expressão dos marcadores de linhagem glial e de oligodendrócitos. Astrócitos GFAP-positivos 

eram escassos e exibiam morfologia estelar típica. Microglia e macrófagos (CD11B-positivos) 

estavam presentes em pequeno número e apresentavam morfologia ramificada de repouso. A 

imunorreatividade para Olig1, Olig2 e NG2 foi mínima, com distribuição dispersa de células 

da linhagem de oligodendrócitos e de células precursoras de oligodendrócitos. 

Para o grupo 4, a imunorreatividade para GFAP estava moderadamente aumentada ao 

redor do canal central e em áreas perivasculares, indicando astroglioses reativas iniciais. A 

microglia CD11B-positiva apresentou hipertrofia leve, sugerindo uma resposta inflamatória 

sutil. Além disso, o número de células positivas para Olig1, Olig2 e NG2 foi ligeiramente maior 

do que nos controles, indicando um recrutamento modesto de células da linhagem de 

oligodendrócitos. 
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A imunohistoquímica do tecido de animais do grupo 5 revelou uma forte resposta de 

células gliais e progenitoras. Os astrócitos GFAP-positivos estavam significativamente 

aumentados, apresentando morfologia hipertrófica e formando uma densa cicatriz glial na borda 

da lesão, caracterizada por intensa marcação. Além disso, a imunorreatividade para CD11B 

estava aumentada, com microglia/macrófagos ativados exibindo morfologia ameboide tanto no 

epicentro da lesão quanto nas regiões perilesionais. A expressão de Olig1 e Olig2 aumentou de 

forma acentuada próxima à lesão, indicando recrutamento e proliferação de células da linhagem 

de oligodendrócitos. 

Após a atribuição dos escores imunohistoquímicos, comparamos a intensidade da 

imunomarcação entre os grupos. Os resultados indicaram uma diferença estatisticamente 

significativa na expressão de Olig1, com valor de p = 0,019 (Kruskal-Wallis). Essa diferença 

foi posteriormente analisada por meio das comparações múltiplas de Dunn, revelando a 

diferença real nos níveis de expressão entre o grupo controle (não tratado) e o grupo tratado 

com células-tronco (p = 0,045) (Tabelas 6 e 7).  
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Tabela 6 – Descrição dos dados de imunohistoquímica segundo grupos e resultado das 

comparações. 

 

  Grupo     

Variável 
Laminectomia 

+ Durotomia + 

Lesão (N = 5) 

Laminectomia + 

Durotomia + 

Lesão + Matrigel 

(N = 5) 

Laminectomia + 

Durotomia + Lesão + 

Matrigel + Células 

EMSC (N = 5) 

Total (N 

= 15) p 

      

NG2         0.188 

Negativo 1 (20) 0 (0) 1 (20) 2 (13,3)   

0% a 25% 2 (40) 0 (0) 1 (20) 3 (20)   

25% a 50% 1 (20) 2 (40) 2 (40) 5 (33,3)   

50% a 75% 0 (0) 2 (40) 1 (20) 3 (20)   

75% a 

100% 1 (20) 1 (20) 0 (0) 2 (13,3)   

GFAP         0.104 

25% a 50% 4 (80) 2 (40) 1 (20) 7 (46,7)   

50% a 75% 1 (20) 3 (60) 2 (40) 6 (40)   

75% a 

100% 0 (0) 0 (0) 2 (40) 2 (13,3)   

OLIG2         0.101 

Negativo 1 (20) 0 (0) 0 (0) 1 (6,7)   

25% a 50% 2 (40) 0 (0) 1 (20) 3 (20)   

50% a 75% 2 (40) 4 (80) 2 (40) 8 (53,3)   

75% a 

100% 0 (0) 1 (20) 2 (40) 3 (20)   

CD11B         0.106 

Negativo 1 (20) 0 (0) 0 (0) 1 (6,7)   

0% a 25% 4 (80) 4 (80) 2 (40) 10 (66,7)   

25% a 50% 0 (0) 0 (0) 3 (60) 3 (20)   

50% a 75% 0 (0) 1 (20) 0 (0) 1 (6,7)   

OLIG1         0.019 

Negativo 1 (20) 0 (0) 0 (0) 1 (6,7)   

25% a 50% 3 (60) 1 (20) 0 (0) 4 (26,7)   

50% a 75% 1 (20) 3 (60) 2 (40) 6 (40)   

75% a 

100% 0 (0) 1 (20) 3 (60) 4 (26,7)   

Dados expressos como n (%); Teste Kruskal-Wallis 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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Tabela 7 – Resultado das comparações múltiplas do OLIG1 entre os grupos. 

 

Comparação Valor Z p 

 

Só Lesão - Lesão + Matrigel -1.20 0.229  

Só Lesão - Lesão + Matrigel + Células EMSC -2.00 0.045  

Lesão + Matrigel - Lesão + Matrigel + Células EMSC -0.80 0.423  

Comparações múltiplas de Dunn 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

Ainda nas Figuras 5 e 6, a coloração com hematoxilina e eosina (H&E) revelou uma 

arquitetura fibrilar esparsa no grupo controle (animais não tratados). Os animais tratados com 

Matrigel apresentaram vacuolização (asterisco) na substância branca perilesional. Os animais 

que receberam tratamento com células-tronco exibiram uma população mais densa de células 

gliais (setas laranja), embora também tenha sido observada vacuolização (asterisco) nesse 

grupo, com núcleos achatados (triângulo azul) observados em algumas bordas. 

A análise imunohistoquímica indicou presença principalmente mínima (<25%) ou 

reduzida (<50%) de astrócitos GFAP+, microglia CD11B+ e células da linhagem de 

oligodendrócitos Olig1+, Olig2+ e NG2+ no grupo controle não tratado. O tratamento com 

Matrigel resultou em aumento moderado da expressão de astrócitos GFAP+ (setas vermelhas) 

e um modesto incremento no recrutamento de células da linhagem de oligodendrócitos; 

entretanto, o padrão de marcação de CD11B permaneceu semelhante ao do grupo controle. No 

grupo tratado com células-tronco, astrócitos GFAP+ formaram cicatrizes gliais densas na borda 

da lesão (retângulo azul), enquanto a microglia CD11B+ exibiu morfologia ameboide (setas 

vermelhas), indicando forte ativação inflamatória. Além disso, houve um aumento acentuado 

de células Olig1+, Olig2+ e NG2+ nas áreas perilesionais, consistente com o recrutamento de 

precursores de oligodendrócitos e tentativas de remielinização. A pontuação semiquantitativa 

(escala de 0–4) revelou uma diferença significativa na imunorreatividade para Olig1 (p = 

0,019).  
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6 DISCUSSÃO 

 

A lesão medular é uma condição incapacitante, irreversível e de elevado impacto 

econômico e social. Está associada a efeitos devastadores sobre a qualidade de vida dos 

pacientes, levando a diversos distúrbios fisiopatológicos nos diversos sistemas biológicos. A 

gravidade dessas alterações está diretamente relacionada ao grau de comprometimento 

neurológico. Esta lesão existe no contexto de compressão, contusão ou transecção da medula e 

sua principal causa é o trauma, embora possa também resultar de processos infecciosos, 

vasculares, inflamatórios, neoplásicos ou de origem iatrogênica207. O manejo clínico desses 

pacientes ainda representa um desafio significativo atualmente. 

No presente estudo, foi induzida uma contusão na medula espinal de ratos nos 

segmentos T8–T9, caracterizada como uma lesão aguda de intensidade moderada. Para o 

tratamento, empregou-se o biomaterial Matrigel® associado a neuroesferas derivadas de CEs 

coletadas a partir do septo nasal de ratos Wistar pesando entre 250 e 300g e com 6 a 8 semanas 

de vida, transplantadas imediatamente após a indução da lesão. O modelo experimental 

selecionado foi o de lesão medular por queda de massa (MASCIS Impactor NYU, 1992), 

aplicado em ratos Wistar, por promover um padrão de lesão uniforme entre os animais. 

A opção por uma lesão torácica de intensidade moderada (12,5 mm), baseada na 

técnica descrita por Rodrigues, foi fundamentada no desempenho funcional observado178. Após 

a contusão provocada pela queda da haste a partir de altura de 12,5 mm, os animais tornaram-

se paraplégicos, mas preservaram capacidade motora suficiente para alimentação e hidratação, 

o que possibilitou a análise da função residual. O sistema de impacto permite ajuste para alturas 

de 6,25, 12,5, 25 e 50 mm. Impactos de 50 mm resultam em paraplegia com elevada mortalidade 

na primeira semana pós-operatória, enquanto quedas de 6,25 mm levam à recuperação 

funcional quase completa em até dez dias, independentemente de qualquer intervenção 

terapêutica175,181,208-211. 

A escala BBB é amplamente utilizada em centros de pesquisa que empregam o 

MASCIS NYU Impactor. Assim como o próprio equipamento, ela possibilita a padronização 

metodológica e a comparação entre resultados experimentais. Entre suas vantagens, destaca-se 

a rápida e objetiva avaliação visual realizada por dois observadores cegos. Conforme descrito 

por Basso et al., em caso de divergência entre as pontuações, deve-se adotar o menor valor16. 

A escala BBB apresenta excelente reprodutibilidade e definição precisa, favorecendo análises 

mais criteriosas do desempenho motor. 
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O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar o desempenho funcional 

como desfecho principal na análise da terapia celular experimental em um modelo animal de 

lesão medular, já consolidado em nosso laboratório. Estudos prévios sobre o transplante de 

células-tronco neurais não modificadas geneticamente em ratos também relataram resultados 

funcionais relevantes147. 

Coletar a mucosa olfatória, que contém as células-tronco mesenquimais, é um desafio. 

Sua localização, nos confins de uma cavidade adornada por turbinas labirínticas, faz com que 

a biópsia deste tecido seja dificultada em animais do porte dos roedores. Na literatura, há relato 

de protocolo para coleta in vivo de amostra da mucosa olfatória, mas as dimensões reduzidas 

do animal e a complexidade do procedimento inibem sua realização de modo prático e 

rotineiro212. 

Os métodos post-mortem aplicados são os mais frequentemente utilizados, mas ainda 

engenhosos e demorados, o que se transcreve em um desafio para células tão sensíveis quanto 

as de que tratamos. As células-tronco mesenquimais devem ser coletadas em um curto período 

de tempo após a morte do animal doador, sendo necessário valer-se de método simples, rápido 

e eficaz para sua adequada coleta e posterior processamento. É importante, ainda, evitar-se a 

contaminação hemorrágica, um problema frequente em alguns protocolos132. 

Para a obtenção das células de interesse de nosso estudo, houve a necessidade de 

padronizar a obtenção do septo nasal em que elas se localizam. Identificamos algumas técnicas 

já existentes na literatura, mas que apresentavam como principal problema a contaminação 

hemorrágica comprometendo a viabilidade do tecido coletado e por consequência, das células 

obtidas. Desse modo, desenvolvemos técnica própria que rendeu publicação anteriormente 

exposta. 

Stamegna et al. (2014)212 propuseram um protocolo para biópsia in vivo da mucosa 

olfatória, no qual todos os animais se recuperaram imediatamente após a cirurgia, sem sinais 

de dor ou desconforto. Embora a coleta de amostras da mucosa olfatória em animais vivos seja 

relativamente rápida, o método mostrou-se complexo para o isolamento rotineiro de células-

tronco da mucosa olfatória. 

Embora frequentemente empregados, os métodos para obtenção da mucosa olfatória 

em roedores pós-morte ainda são engenhosos e demorados, o que representa um desafio para a 

viabilidade celular. Tomé et al. (2009)124 propuseram uma técnica post-mortem para obtenção 

do tecido de ratos, com decapitação e incisão sagital, que resultou em células viáveis para 

cultivo com sucesso. A natureza cartilaginosa dos ossos permite a incisão descrita pelos autores 
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sem grandes dificuldades; entretanto, em ratos adultos, o procedimento torna-se mais difícil de 

executar. 

Girard et al. (2011)132 descreveram uma técnica post-mortem para obtenção da mucosa 

nasal de ratos adultos, em estudo que visava o cultivo de células-tronco olfatórias de roedores 

ou humanos. Todo o procedimento foi concluído em até dez minutos após a eutanásia, a fim de 

evitar danos estruturais e alterações biológicas na mucosa. Segundo os autores, o protocolo, 

embora funcional, exige tempo excessivo. Além disso, a decapitação do animal aumenta o risco 

de hemorragia ascendente nas vias respiratórias superiores, com consequente aumento da 

contaminação dos recessos e da mucosa olfatória. 

Ercolin et al. (2016)213 descreveram uma técnica de dissecação post-mortem em 

embriões de coelho, que também pode ser aplicada a roedores. O septo nasal foi acessado por 

meio de uma incisão sagital, e o tecido foi fragmentado sem o isolamento completo do septo 

nasal. De forma semelhante a Tomé et al. (2009)124, a técnica é de difícil aplicação em animais 

adultos devido à maior resistência óssea. 

Alvites et al. (2018)133 descreveram uma técnica de dissecação post-mortem da 

cavidade nasal de ratos. A etapa mais longa da dissecação envolveu o corte da prega alar, 

estendendo-se ao longo da parede nasal lateral. Ao final, toda a cavidade nasal, bem como o 

recesso olfatório e a mucosa correspondente, foram expostos caudalmente. Quando a mucosa 

olfatória se tornava evidente, a coleta deveria ser realizada com cautela. O epitélio que revestia 

o recesso olfatório e parte do septo nasal foi destacado com uma pinça atraumática. 

Ao tentar reproduzir essa técnica, encontramos dificuldades na obtenção de amostras 

não contaminadas. A hemorragia foi um problema, e o cultivo celular subsequente apresentou 

limitações de viabilidade. Portanto, introduzimos inovações no procedimento para obtenção do 

septo nasal, sendo a craniotomia assistida por uma broca diamantada de alta rotação o passo 

principal. Em seguida, realizou-se a osteotomia na linha média do crânio e dos ossos nasais, 

com isolamento do septo nasal e sangramento mínimo, conforme descrito. 

A Tabela 8 traz um resumo das alternativas técnicas possíveis para obtenção do tecido 

de interesse. 
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Tabela 8 – Análise comparativa das técnicas para obtenção de tecido do septo nasal de roedores. 

 

Referência Animais Craniotomia Acesso ao septo nasal Isolamento do tecido 

Anexo C Ratos adultos Sim, broca diamantada 

a 80.000 rpm 

Incisão sagital Excisão tecidual 

Stamegna et al. 

(2014)212 

Ratos com 10 

semanas1 

Sim Com broca guiada, fazendo 

janela anterior à placa 

cribriforme 

Biópsia de mucosa olfatória 

com micro-fórceps 

Tomé et al. (2009)124 Ratos em E15, P7 e 

adultos 

Não Decapitação e incisão sagital Microdissecção seguida de 

dissociação química  

Girard et al. (2011)132  Ratos adultos Não Decapitação e remoção dos 

músculos faciais e das 

turbinas olfatórias 

Dissecação com agulha da 

mucosa olfatória septal 

seguindo referências ósseas 

Ercolin et al. (2016)213 Coelhos com 3 dias 

de vida 

Não Decapitação e incisão sagital Coleta por fragmentação do 

epitélio olfatório 

Alvites et al. (2018)133 Ratos adultos Não Incisão longitudinal bilateral 

ao longo da parede lateral da 

cavidade nasal 

Microdissecação atraumática 

com pinça 

1In vivo 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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Animais dos grupos 1 e 2 não sofreram a contusão da medula espinal. Em ambos os 

grupos, a função motora foi mantida com valores máximos na escala BBB (Gráfico 1) nos 

sujeitos de pesquisa. Esse dado é animador pois a durotomia não vinha sendo realizada nos 

trabalhos prévios desta mesma linha de pesquisa e consiste em um avanço técnico que viabiliza 

a comprovação mais efetiva do estabelecimento de via de chegada das células e do veículo ao 

sítio lesional nos grupos que contarão com esta intervenção. 

A partir dos dados organizados e expostos nos resultados, podemos realizar algumas 

análises que permitem conclusões sobre os experimentos realizados. 

A Tabela 1 mostra que o comportamento médio do BBB nos grupos foi 

estatisticamente diferente ao longo dos momentos de avaliação (p Interação < 0,001). Já a Tabela 

2 mostra que todos os grupos melhoraram em média o BBB ao longo do seguimento (p < 0,001), 

mas em 3 semanas o grupo que recebeu neuroesferas de CEs apresentou em média resultado do 

BBB estatisticamente maior que os demais grupos (p < 0,05) e em 6 semanas apenas o grupo 3 

(lesão) apresentou resultado em média estatisticamente inferior que os demais grupos (p < 

0,001). Estes dados são importantes pois demonstram a dinâmica de evolução cicatricial da 

medula, que é esperada após o contexto lesional, e também demonstram de maneira importante 

que a evolução funcional foi melhor no grupo que recebeu matrigel isoladamente e melhor 

ainda no grupo que recebeu células (Gráficos 2 e 7). 
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Gráfico 7 –  Valores da escala BBB para cada momento do estudo (D2, S1 - S6) permitindo a comparação entre os grupos (G3, G4 e G5) a cada 

momento. No box plot, X representa a mediana. Pequenos círculos indicam valores discrepantes e valores internos. Cada caixa 

colorida indica os valores do primeiro e terceiro interquartis. Os valores mínimo e máximo estão indicados  (*) P<0,05 para o pós-

teste de Dunn com correção de Bonferroni. 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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Diversos tipos de meios ou veículos têm sido utilizados em associação com células-

tronco para investigar a recuperação motora em modelos experimentais de lesão medular149-

152,214,215. O Matrigel® favorece a diferenciação de múltiplos tipos celulares e o crescimento de 

células diferenciadas a partir de explantes teciduais. Linhagens celulares primárias e 

estabelecidas adquirem um fenótipo mais diferenciado quando em contato com o Matrigel®, o 

que estimula o contato célula-célula e a agregação celular154. Além disso, o Matrigel® contribui 

para a sobrevivência celular, migração e crescimento de prolongamentos neurais, além de 

reduzir a resposta imune ao enxerto. 

Sabe-se que o Matrigel® apresenta uma composição variável de componentes da 

matriz extracelular e de fatores de crescimento residuais. O produto utilizado neste estudo 

possui teor reduzido, mas não completamente isento, desses fatores. Combinações específicas 

de fatores de crescimento e Matrigel® podem induzir neurogênese in vitro. A resposta do tecido 

medular lesionado ao Matrigel®, com ou sem o uso de células-tronco, depende do lote do 

material, do microambiente local e do protocolo cirúrgico aplicado. A investigação de tais 

fatores em modelos animais é essencial para identificar moléculas que desempenham papéis 

reguladores na resposta inflamatória e imune, bem como na mobilização de células-tronco 

endógenas envolvidas no processo de reparo216,217. 

As terapias celulares aplicadas à lesão medular que demonstram melhora funcional no 

período pós-operatório provavelmente atuam por meio de um efeito parácrino, mediado pela 

secreção de fatores tróficos capazes de modular o microambiente lesional. Alterações na 

expressão gênica, tanto em nível de mRNA quanto proteico, já foram observadas no local da 

lesão poucos dias ou semanas após o transplante de células-tronco neurais218. Esses achados 

sugerem que um conjunto de fatores secretados — incluindo pequenas moléculas solúveis e 

longas cadeias de componentes da matriz extracelular — exerce papel essencial na mediação 

do reparo e regeneração bem-sucedidos da medula espinal lesionada219. Nossos resultados 

reforçam a hipótese de um efeito parácrino como principal mecanismo subjacente (Figura 7, 

Anexo D). 
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Figura 7 –  Diagramas ilustrativos dos procedimentos e dados obtidos neste trabalho. (A) 

Diagrama da obtenção de neuroesferas a partir da mucosa olfatória de ratos, sua 

introdução em Matrigel® líquido e gelificação a temperatura ambiente e enxerto 

aos animais que sofreram LME. (B) Ratos que receberam neuroesferas em 

Matrigel® apresentaram melhores funções motoras do que os que receberam 

somente Matrigel®. À sexta semana, suas funções motoras não diferiram entre os 

dois grupos. (C) Representação esquemática dos principais elementos celulares da 

substância branca. Neste desenho, o corpo celular de um neurônio na substância 

cinzenta estende vários processos dendríticos curtos e um único processo axonal 

longo. O axônio, na substância branca, é circundado por uma bainha de mielina 

isolante. Essa bainha é produzida pelos oligodendrócitos. Geralmente, os 

oligodendrócitos estendem muitos processos, cada um dos quais envolve um 

segmento do axônio para formar um internodo. Os internodos são separados uns 

dos outros por pequenas regiões amielinizadas chamadas nódulos de Ranvier. 

Essa organização especializada das bainhas de mielina promove a condução 

saltatória, na qual os impulsos elétricos "saltam" de nódulo para nódulo à medida 

que percorrem o axônio, do corpo celular do neurônio até a terminação axonal. A 

substância branca também contém astrócitos e microglia. Os astrócitos são células 

gliais em forma de estrela que ajudam a manter a homeostase, regulando as 

concentrações iônicas locais e o volume do fluido extracelular dentro do SNC. Na 

substância branca, estendem prolongamentos até os nódulos de Ranvier e os vasos 

sanguíneos, onde contribuem para a função da barreira hematoencefálica. As 

células da microglia, consideradas as células imunes do SNC, ajudam a remover 

detritos e células mortas220. 

 

 

Fonte: (A e B) Criado por Biorender.com, modificado. (C) Edgar e Griffiths (2014)220, modificado. 
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Pela Tabela 9, tem-se que a variação percentual média do peso dos animais não diferiu 

estatisticamente entre os grupos (p = 0,896), dado que mostra uniformidade na capacidade de 

os animais se alimentarem e sobreviverem após a lesão experimental. 

 

Tabela 9 – Descrição dos pesos dos animais segundo grupos no início e ao final do estudo e 

das variações de peso e resultado das comparações das variações entre os grupos. 

 

Grupo Peso Inicial Peso Final Peso (%) 

Laminectomia (N = 12)       

média ± DP 306,4 ± 16,6 330 ± 16 7,8 ± 3,1 

mediana (p25; p75) 310 (289,3; 320) 323 (321,3; 344,8) 8,2 (4,4; 10,7) 

Laminectomia + Durotomia Micro (N = 11)     

média ± DP 293,3 ± 20,2 317,2 ± 19,5 8,3 ± 4,1 

mediana (p25; p75) 300 (280; 305) 320 (306; 325) 8,3 (4,2; 10,9) 

Laminectomia + Durotomia + Lesão (N = 11)     

média ± DP 290,1 ± 37 313,4 ± 33,8 8,3 ± 4,2 

mediana (p25; p75) 298 (265; 321) 312 (288; 344) 7,9 (4,7; 13,1) 

Laminectomia + Durotomia + Lesão + Matrigel (N = 12)   

média ± DP 293,6 ± 14,8 320,7 ± 20,5 9,2 ± 3 

mediana (p25; p75) 

296,5 (280,5; 

303,3) 319,5 (307,5; 340) 8,8 (7,1; 10,3) 

Laminectomia + Durotomia + Lesão + Matrigel + Células EMSC (N = 11) 

média ± DP 300 ± 11,3 324 ± 16,6 8 ± 3,4 

mediana (p25; p75) 300 (296; 304) 318 (312; 343) 7,3 (6; 10,6) 

p     0.896 

ANOVA 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

Já a Tabela 10 mostra que o tempo de presença de bexiga neurogênica entre os grupos 

com lesão diferiu estatisticamente (p = 0,002). E que este tempo foi menor nos grupos que 

receberam como intervenção matrigel isolado ou com células ectomesenquimais. Pela Tabela 

11, tem-se que no grupo controle (só lesão) o tempo de bexiga neurogênica foi estatisticamente 

maior que nos demais grupos (p < 0,05). Esses dados também coadunam com os dados 

funcionais da escala BBB, mostrando maior reabilitação nos animais que receberam matrigel 

ou matrigel em associação com as células ectomesenquimais. Os dados brutos de análise da 
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escala BBB e bexiga neurogênica podem ser encontrados nos Anexos E e F desta tese, 

respectivamente. 

 

Tabela 10 – Descrição do tempo de bexiga neurogênica presente segundo grupos e resultado 

da comparação. 

 

  

Laminectomia 

Laminectomia 

+ Durotomia 

Micro 

Laminectomia 

+ Durotomia 

+ Lesão 

Laminectomia 

+ Durotomia 

+ Lesão + 

Matrigel 

Laminectomia + 

Durotomia + 

Lesão + Matrigel 

+ Células EMSC 

  

Variável p 

    

Bexiga neurogênica (dias até ausente)       0.002 

média ± DP 0 ± 0 0 ± 0 35 ± 3,1 24,5 ± 8,2 24,8 ± 8,5   

mediana (p25; 

p75) 0 (0; 0) 0 (0; 0) 35 (35; 35) 21 (21; 21) 21 (21; 21)   

Na análise foram considerados os grupos 3, 4 e 5; Teste Kruskal-Wallis 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

Tabela 11 – Resultado das comparações múltiplas entre os grupos do tempo de bexiga 

neurogênica. 

 

Comparação Valor Z p 

 

Só Lesão - Lesão + Matrigel 2.85 0.004  

Só Lesão - Lesão + Matrigel + Células EMSC 2.71 0.007  

Lesão + Matrigel - Lesão + Matrigel + Células EMSC -0.08 0.935  

Comparações múltiplas de Dunn 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

Analisando os dados referentes à análise do plano horizontal, as Tabelas 12 e 13 

mostram que os acertos, escorregões e erros percentuais apresentaram comportamentos médios 

dos grupos estatisticamente diferentes ao longo dos momentos avaliados (p Interação = 0,05), já os 

passos diferiram ao longo dos momentos de avaliação apenas independente do grupo (p Momento 

< 0,001). 
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Tabela 12 – Descrição dos passos e acertos dos animais segundo grupos e momentos de avaliação e resultado das comparações. 

 

Variável/Grupo 
Momento 

p Grupo p Momento p Interação 
Pré 3 semanas 4 semanas 5 semanas 6 semanas 

Passos           0.067 <0,001 0.446 

Laminectomia (N = 12)               

média ± DP 45,9 ± 1,8 43,7 ± 1,2 42,1 ± 2,1 44,7 ± 4,1 43,5 ± 2,2       

mediana (p25; p75) 46 (44,3; 48) 44 (43; 44,8) 43 (40,3; 44) 44 (41,3; 47,3) 43,5 (42; 45)       

Laminectomia + Durotomia Micro (N = 11)             

média ± DP 46,6 ± 1,5 44,7 ± 4,3 43,1 ± 1,6 43,6 ± 2,2 41,5 ± 2,3       

mediana (p25; p75) 47 (45; 48) 44 (41; 48) 43 (42; 44) 43 (42; 45) 43 (39; 43)       

Laminectomia + Durotomia + Lesão (N = 11)             

média ± DP 46,3 ± 1,8 0 ± 0 0,2 ± 0,6 1,5 ± 2,5 6,2 ± 2,3       

mediana (p25; p75) 46 (45; 48) 0 (0; 0) 0 (0; 0) 0 (0; 4) 6 (4; 8)       

Laminectomia + Durotomia + Lesão + Matrigel (N = 12)             

média ± DP 46,1 ± 2,2 0 ± 0 2,7 ± 2,5 4,7 ± 2,6 9,5 ± 3       

mediana (p25; p75) 46 (44; 48) 0 (0; 0) 2 (0; 5,5) 4 (2,5; 7,5) 10 (6,3; 12)       

Laminectomia + Durotomia + Lesão + Matrigel + Células EMSC (N = 10)           

média ± DP 44,9 ± 2,5 0 ± 0 4 ± 2,3 6,6 ± 4,1 10,8 ± 2,6       

mediana (p25; p75) 45,5 (42,8; 47) 0 (0; 0) 4 (2; 6) 7 (3,5; 10,5) 11 (8; 12,5)       

Acertos (%)           0.335 <0,001 0.036 

Laminectomia (N = 12)               

média ± DP 98,6 ± 1,4 96,2 ± 2,4 96,4 ± 3 96,4 ± 2 97 ± 1,9       

mediana (p25; p75) 97,9 (97,7; 100) 95,5 (95,4; 97,7) 97,6 (93,5; 97,7) 95,5 (95,1; 97,7) 97,6 (95,5; 97,8)       

        Continua 
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      Conclusão 

Variável/Grupo 
Momento 

p Grupo p Momento p Interação 
Pré 3 semanas 4 semanas 5 semanas 6 semanas 

Laminectomia + Durotomia Micro (N = 11)             

média ± DP 97,3 ± 1,9 96,4 ± 2,1 97,1 ± 2,1 97,2 ± 2,2 95,8 ± 2,8       

mediana (p25; p75) 95,9 (95,7; 100) 95,6 (95; 97,8) 95,6 (95,5; 100) 97,6 (95,5; 100) 97,6 (93; 97,7)       

Laminectomia + Durotomia + Lesão (N = 11)             

média ± DP 97,1 ± 1,5 0 ± 0 9,1 ± 30,2 25,8 ± 44,3 78,5 ± 21,1       

mediana (p25; p75) 97,8 (95,7; 97,9) 0 (0; 0) 0 (0; 0) 0 (0; 83,3) 80 (50; 100)       

Laminectomia + Durotomia + Lesão + Matrigel (N = 12)             

média ± DP 97 ± 2,3 0 ± 0 48,6 ± 39,1 81,9 ± 30,3 83,1 ± 13,8       

mediana (p25; p75) 97,7 (95,7; 98) 0 (0; 0) 58,3 (0; 75) 100 (75; 100) 88,3 (67,9; 92,1)       

Laminectomia + Durotomia + Lesão + Matrigel + Células EMSC (N = 10)           

média ± DP 98,3 ± 2 0 ± 0 63,3 ± 28,9 80,2 ± 31,6 93,1 ± 9,3       

mediana (p25; p75) 98,9 (95,8; 100) 0 (0; 0) 66,7 (50; 81,3) 95,8 (71,3; 100) 96,7 (88,9; 100)       

Na análise foram considerados os grupos 3, 4 e 5 e os momentos pré, 4 semanas e 6 semanas; EEG com distribuição normal e função de ligação identidade, assumindo matriz 

de correlações AR(1) entre os momentos. 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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Tabela 13 – Descrição dos escorregões e erros dos animais segundo grupos e momentos de avaliação e resultado das comparações. 

 

Variável/Grupo 
Momento 

p Grupo p Momento p Interação 
Pré 3 semanas 4 semanas 5 semanas 6 semanas 

Escorregões (%)           <0,001 <0,001 <0,001 

Laminectomia (N = 12)               

média ± DP 1,4 ± 1,4 1,7 ± 2 2,2 ± 2,1 2,4 ± 1,7 1,7 ± 1,7       

mediana (p25; p75) 2,1 (0; 2,3) 2,2 (0; 2,3) 2,3 (0; 2,5) 2,3 (0,5; 4,1) 2,2 (0; 2,4)       

Laminectomia + Durotomia Micro (N = 11)             

média ± DP 2,3 ± 1,8 2,2 ± 1,6 1,1 ± 1,2 1,4 ± 1,5 2,5 ± 1,7       

mediana (p25; p75) 2,1 (0; 4,3) 2,2 (0; 3,8) 0 (0; 2,3) 2,2 (0; 2,3) 2,3 (2,3; 2,6)       

Laminectomia + Durotomia + Lesão (N = 11)             

média ± DP 2,3 ± 1,1 100 ± 0 90,9 ± 30,2 74,2 ± 44,3 10,5 ± 9,6       

mediana (p25; p75) 2,2 (2,1; 2,3) 100 (100; 100) 100 (100; 100) 100 (16,7; 100) 12,5 (0; 16,7)       

Laminectomia + Durotomia + Lesão + Matrigel (N = 12)             

média ± DP 1,8 ± 1,8 100 ± 0 39,6 ± 45,4 13,5 ± 28,9 6,2 ± 7       

mediana (p25; p75) 2,1 (0; 2,3) 100 (100; 100) 16,7 (0; 100) 0 (0; 21,9) 4,2 (0; 13,2)       

Laminectomia + Durotomia + Lesão + Matrigel + Células EMSC (N = 10)           

média ± DP 1,3 ± 1,5 100 ± 0 27,5 ± 34,3 13,8 ± 31,4 4,7 ± 5,4       

mediana (p25; p75) 1 (0; 2,2) 100 (100; 100) 12,5 (0; 50) 0 (0; 15,6) 3,3 (0; 9,3)       

Erros (%)           <0,001 <0,001 <0,001 

Laminectomia (N = 12)               

média ± DP 0 ± 0 2,1 ± 1,5 1,4 ± 1,6 1,3 ± 1,1 1,3 ± 1,2       

mediana (p25; p75) 0 (0; 0) 2,3 (0,6; 2,4) 1,1 (0; 2,5) 1,9 (0; 2,3) 2,2 (0; 2,3)       

        Continua 
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      Conclusão 

Variável/Grupo 
Momento 

p Grupo p Momento p Interação 
Pré 3 semanas 4 semanas 5 semanas 6 semanas 

Laminectomia + Durotomia Micro (N = 11)             

média ± DP 0,4 ± 0,9 1,4 ± 1,1 1,9 ± 1,7 1,4 ± 1,1 1,8 ± 1,9       

mediana (p25; p75) 0 (0; 0) 2 (0; 2,3) 2,3 (0; 2,4) 2,2 (0; 2,3) 2,3 (0; 2,6)       

Laminectomia + Durotomia + Lesão (N = 11)             

média ± DP 0,6 ± 1 100 ± 0 90,9 ± 30,2 72,7 ± 46,7 10,9 ± 14,6       

mediana (p25; p75) 0 (0; 2,1) 100 (100; 100) 100 (100; 100) 100 (0; 100) 0 (0; 25)       

Laminectomia + Durotomia + Lesão + Matrigel (N = 12)             

média ± DP 1,2 ± 1,1 100 ± 0 45,1 ± 43 12,8 ± 28,7 10,7 ± 11,4       

mediana (p25; p75) 2 (0; 2,1) 100 (100; 100) 29,2 (4,2; 100) 0 (0; 15,6) 9,5 (0; 16,1)       

Laminectomia + Durotomia + Lesão + Matrigel + Células EMSC (N = 10)           

média ± DP 0,4 ± 0,9 100 ± 0 19,2 ± 31,9 16,1 ± 32 2,1 ± 4,8       

mediana (p25; p75) 0 (0; 0,5) 100 (100; 100) 0 (0; 33,3) 0 (0; 19,4) 0 (0; 1,8)       

Na análise foram considerados os grupos 3, 4 e 5 e os momentos pré, 4 semanas e 6 semanas; EEG com distribuição normal e função de ligação identidade, assumindo matriz 

de correlações AR(1) entre os momentos. 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 
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A Tabela 5 mostra que os passos médios diminuíram estatisticamente do pré para os 

demais momentos avaliados em todos os grupos (p < 0,001) e aumentaram novamente de 4 para 

6 semanas (p < 0,001). Os escorregões e erros percentuais foram em média estatisticamente 

maiores na semana 4 que no pré e 6ª semana (p < 0,05), havendo maior média estatisticamente 

significativa de escorregões e erros no grupo lesão + matrigel que no grupo lesão + matrigel + 

células EMSC no pré e menor que no grupo só lesão em 4 semanas (p < 0,001). O percentual 

de acertos apresentou redução média estatisticamente significativa do pré para 6 semanas no 

grupo só lesão (p = 0,033), no grupo lesão + matrigel houve redução média do pré para 4 

semanas apenas (p = 0,001) e no grupo lesão + matrigel + células EMSC houve redução média 

na 4ª semana em relação ao pré (p < 0,001), mas voltou a aumentar de 4 para 6 semanas (p = 

0,002), porém, em nenhum momento houve diferença média estatisticamente significativa entre 

os grupos (p > 0,05). Estes resultados elucidam, ainda que não tenha havido diferença estatística 

significativa, que há uma dissonância em relação aos dados analisados com a escala BBB e os 

dados de bexiga neurogênica. O plano horizontal é uma medida de avaliação funcional 

experimental com menor validação que a escala BBB e com maior variação interobservador, 

que pode conduzir a resultados mais imprecisos. 

Seguindo a análise, observando os biomarcadores empregados na análise 

imunohistoquímica, de acordo com o observado na Tabela 6, tem-se que apenas o OLIG1 

diferiu estatisticamente entre os grupos (p = 0,019) e teve sua expressão aumentada nos grupos 

de intervenção com matrigel isolado e com neuroesferas de CEs, sendo maior inclusive neste 

último grupo.  A Tabela 7 mostra que o grau de OLIG1 foi estatisticamente maior no grupo 

lesão + matrigel + células EMSC que no grupo só lesão (p = 0,045). A Tabela 14 mostra que 

houve correlação direta estatisticamente significativa do OLIG1 com o BBB na 6ª semana e 

com o número de passos na 6ª semana (r > 0,6 e p < 0,05), ou seja, quanto maior o grau de 

OLIG1 maiores foram o número de passos e o BBB dos animais204-206. 
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Tabela 14 –  Resultado das correlações dos dados de imunohistoquímica e os dados funcionais 

dos animais. 

 

Correlação NG2 GFAP OLIG2 CD11B OLIG1 

BBB (6a semana) 
r 0.065 0.219 0.395 0.381 0.633 

p 0.817 0.433 0.145 0.161 0.011 

Bexiga neurogênica (dias 

até ausente) 

r 0.197 -0.427 -0.148 -0.245 -0.490 

p 0.481 0.113 0.599 0.379 0.064 

Passos (6a semana) 
r 0.012 0.331 0.360 0.144 0.667 

p 0.966 0.228 0.188 0.608 0.007 

Acertos (%) (6a semana) 
r -0.391 0.253 0.114 0.080 0.460 

p 0.149 0.363 0.687 0.778 0.084 

Escorregões (%) (6a 

semana)  

r 0.185 -0.325 -0.262 0.087 -0.321 

p 0.509 0.237 0.346 0.758 0.243 

Erros (%) (6a semana) 
r 0.449 -0.298 0.216 -0.139 -0.362 

p 0.093 0.281 0.439 0.621 0.185 

Correlação de Spearman 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

Este resultado é animador pois o OLIG1 é marcador de células precursoras de 

oligodendrócitos e de oligodendrócitos imaturos e está ligado à diferenciação e maturação de 

oligodendrócitos, apresentando expressão aumentada após lesão medular para promover 

remielinização. Isso indica que tanto matrigel quanto matrigel com as células ajudaram no 

processo de recuperação lesional medular, dado que pode ser correlacionado à melhora 

funcional observada nestes grupos conforme exposto anteriormente. 

Ao realizar a análise histológica e imunohistoquímica dos sujeitos da pesquisa, 

pudemos avaliar conforme exposto na seção de resultados. A coloração com hematoxilina e 

eosina (H&E) revelou uma arquitetura fibrilar esparsa no grupo controle (animais não tratados). 

Os animais tratados com Matrigel apresentaram vacuolização na substância branca perilesional. 

Os animais que receberam tratamento com células-tronco exibiram uma população mais densa 

de células gliais, embora também tenha sido observada vacuolização nesse grupo, com núcleos 

achatados observados em algumas bordas. 

A análise imunohistoquímica indicou presença principalmente mínima (<25%) ou 

reduzida (<50%) de astrócitos GFAP+, microglia CD11B+ e células da linhagem de 

oligodendrócitos Olig1+, Olig2+ e NG2+ no grupo controle não tratado. O tratamento com 

Matrigel resultou em aumento moderado da expressão de astrócitos GFAP+ e um modesto 
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incremento no recrutamento de células da linhagem de oligodendrócitos; entretanto, o padrão 

de marcação de CD11B permaneceu semelhante ao do grupo controle. No grupo tratado com 

células-tronco, astrócitos GFAP+ formaram cicatrizes gliais densas na borda da lesão, enquanto 

a microglia CD11B+ exibiu morfologia ameboide, indicando forte ativação inflamatória. Além 

disso, houve um aumento acentuado de células Olig1+, Olig2+ e NG2+ nas áreas perilesionais, 

consistente com o recrutamento de precursores de oligodendrócitos e tentativas de 

remielinização. A pontuação semiquantitativa (escala de 0-4) revelou uma diferença 

significativa na imunorreatividade para Olig1 (p = 0,019). 

Nos animais controle (não tratados), o exame histológico da medula espinal revelou 

uma arquitetura fibrilar esparsa e desorganização no local da lesão. Além disso, foram 

observadas regiões de vacuolização na substância branca; entretanto, não havia evidências de 

necrose, hemorragia ou edema. Os resultados de imunohistoquímica para este grupo indicaram 

baixos níveis de expressão dos marcadores de linhagem glial e de oligodendrócitos. Astrócitos 

GFAP-positivos eram escassos e exibiam morfologia estelar típica. Microglia e macrófagos 

(CD11B-positivos) estavam presentes em pequeno número e apresentavam morfologia 

ramificada de repouso. A imunorreatividade para Olig1, Olig2 e NG2 foi mínima, com 

distribuição dispersa de células da linhagem de oligodendrócitos e de células precursoras de 

oligodendrócitos. 

Nos animais tratados com Matrigel, o exame histológico revelou alterações teciduais 

leves em comparação ao grupo controle (não tratado). Houve vacuolização na substância branca 

perilesional, mas não foi observada necrose significativa. A imunorreatividade para GFAP 

estava moderadamente aumentada ao redor do canal central e em áreas perivasculares, 

indicando astroglioses reativas iniciais. A microglia CD11B-positiva apresentou hipertrofia 

leve, sugerindo uma resposta inflamatória sutil. Além disso, o número de células positivas para 

Olig1, Olig2 e NG2 foi ligeiramente maior do que nos controles, indicando um recrutamento 

modesto de células da linhagem de oligodendrócitos. 

Na análise histológica do grupo tratado com células-tronco, observou-se uma 

população mais densa de células gliais, juntamente com áreas de vacuolização. De modo 

notável, algumas bordas dessas áreas mostravam núcleos achatados. A imunohistoquímica 

revelou uma forte resposta de células gliais e progenitoras. Os astrócitos GFAP-positivos 

estavam significativamente aumentados, apresentando morfologia hipertrófica e formando uma 

densa cicatriz glial na borda da lesão, caracterizada por intensa marcação. Astrócitos 

contribuem para formação da cicatriz glial, limitando regeneração mas também protegendo o 

tecido de danos adicionais. Além disso, a imunorreatividade para CD11B estava aumentada, 
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com microglia/macrófagos ativados exibindo morfologia ameboide tanto no epicentro da lesão 

quanto nas regiões perilesionais. A expressão de Olig1 e Olig2 aumentou de forma acentuada 

próxima à lesão, indicando recrutamento e proliferação de células da linhagem de 

oligodendrócitos. 

A análise morfológica inclusive da distribuição de positividade dos biomarcadores 

revela organização melhor ocorrida da cicatriz glial nos animais que receberam matrigel e 

matrigel com células. No grupo tratado com células ectomesenquimais, houve resposta 

acentuada na proliferação das células da linhagem de oligodendrócitos, indicador da resposta 

parácrina que essas células são capazes de provocar. De forma mais específica, os progenitores 

de oligodendrócitos são cruciais para a remielinização, visando restaurar a condução axonal.  

As células precursoras de oligodendrócitos são as células mais proliferativas de todo 

o SNC. Os oligodendrócitos, que se originam dessas células precursoras, são um tipo 

importante de célula glial e são cruciais para a produção e manutenção da bainha de mielina. A 

mielina é essencial para a rápida transmissão de sinais elétricos ao longo dos axônios e fornece 

suporte trófico aos neurônios. A integridade da mielina, é crucial para o adequado 

funcionamento do SNC e para a restauração funcional após a LME. Os astrócitos contribuem 

com um papel de suporte, embora a sua participação na formação da cicatriz glial requeira uma 

modulação mais complexa221.  

O papel do oligodendrócito na fisiopatologia da LME é central no contexto do dano 

secundário e dos déficits funcionais de longo prazo. Especificamente, a desmielinização após a 

lesão é causada pela morte celular estendida e distribuída dos oligodendrócitos. Durante as fases 

aguda e subaguda da lesão secundária, a morte celular de oligodendrócitos e a subsequente 

degradação da mielina levam ao dano axonal crônico e à perda de funções. A população de 

oligodendrócitos ao redor do local da lesão chega a diminuir pela metade já no primeiro dia 

após o trauma. Mecanismos como hemorragia, isquemia, excitotoxicidade e inflamação causam 

a morte por necrose ou apoptose dos oligodendrócitos222. Além disso, a microglia residente no 

local da lesão assume desde cedo um fenótipo inflamatório e, ainda, uma barreira de matriz 

extracelular composta por proteoglicanos é depositada pela microglia ativada, macrófagos e 

astrócitos, gerando cicatriz glial que inibe a regeneração axonal10. Este momento do processo 

após a lesão é crucial para atuação de estratégias terapêuticas visando evitar os desdobramentos 

crônicos morfológicos e funcionais e suas consequências. 

A terapia com células-tronco é uma dessas estratégias. Antigamente, pensava-se que 

as células-tronco deveriam suplementar a falha tecidual gerada pela lesão ao se diferenciarem 

e ocuparem o lugar vago deixado pelas células mortas. Entretanto, de acordo com o 



102 

 

 

entendimento mais recente, este papel ainda que exista é complementar a uma atuação parácrina 

dessas células que são colocadas no sítio lesional, de modo que efetivamente elas não precisam 

por vezes nem chegar diretamente no local da lesão27. Essa era uma preocupação de nosso 

estudo, pois em trabalhos prévios de nosso grupo, não havia durotomia e houve terapias 

celulares com resultados funcionais positivos180,200,208. Aqui, garantimos ambas as vias de 

chegada da terapia celular ao foco lesional. As células ectomesenquimais residem em um nicho 

neurogênico e apresentam como capacidade importante promover a diferenciação de 

oligodendrócitos e a mileninização do SNC223. Este efeito implica em benefícios estruturais 

com reposição de células perdidas. Mas, ainda e de modo mais importante, estas células são 

capazes de liberar fatores de crescimento que favorecem a neuroproteção e neurorregeneração, 

que explicam os resultados funcionais positivos que obtivemos em nosso estudo. 

Pesquisas futuras permitirão elucidar os mecanismos moleculares envolvidos na 

recuperação funcional, incluindo a neurogênese e a melhor resolução da cicatriz glial de 

maneira mais detalhada. Como passos futuros de nossa pesquisa, buscaremos avaliar a 

permanência das células no sítio lesional e realizar uma análise morfológica mais abrangente, 

imunológica, transcriptômica e proteômica da medula nos dias D2, D5, e nas semanas 1, 3 e 6 

para uma compreensão mais profunda dos mecanismos fisiopatológicos e de reparo. Além 

disso, vislumbramos a translação para a terapia humana no contexto experimental, pois a 

mucosa olfatória pode ser facilmente obtida através de biópsias nos seres humanos127,183 e 

adquirimos com este estudo a expertise para o isolamento das células ectomesenquimais. 
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7 CONCLUSÕES 

 

1. Foi aprimorada uma técnica de dissecção e isolamento post-mortem do septo nasal de 

ratos, com baixa contaminação sanguínea. 

2. As condições de cultivo celular permitiram o isolamento de neuroesferas em suspensão 

a partir do cultivo de células-tronco multipotentes da mucosa olfatória de ratos. 

3. A laminectomia e a durotomia não afetaram a medula espinal.  

4. Os animais submetidos à contusão da medula espinal torácica tiveram ao longo de seis 

semanas de pós-operatório melhora da função motora de acordo com a escala BBB. 

5. Os animais que receberam neuroesferas em Matrigel® apresentaram diferenças 

significativas em relação aos ratos com contusão da medula que não receberam 

neuroesferas ou Matrigel®: valores BBB mais elevados nas semanas 1 e 2 e mais 

elevada marcação de Olig1 no sítio da lesão na sexta semana de pós-operatório. 

6. Na sexta semana do período pós-operatório, animais que receberam Matrigel® tiveram 

funções motoras semelhantes e melhores do que o grupo controle.  
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ANEXO A - Manuscrito em preparação 
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ANEXO B – Aprovação da Comissão de Ética  
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ANEXO C - Manuscrito submetido ao periódico Clinics



134 

 

 



135 

 

 



136 

 

 



137 

 

 



138 

 

 



139 

 

 

 



140 

 

 



141 

 

 



142 

 

 



143 

 

 

 

 

 



144 

 

ANEXO D – Manuscrito em preparação 
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ANEXO E – Resultados para a escala BBB: Avaliação funcional dos grupos 1 a 5 
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ANEXO F – Resultados para bexiga neurogênica 
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