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RESUMO 

 

ARAÚJO, Marta Rocha. M.Sc. Universidade Federal de Viçosa, Fevereiro 
de 2013. Avaliação histológica e imunofluorescente da lesão 
compressiva na medula espinhal de ratos wistar tratados com 
células-tronco mesenquimais. Orientador: Clóvis Andrade Neves.  
 

 

A lesão traumática da medula espinhal geralmente resulta em déficits 

neurológicos graves e, na maioria, irreversíveis. As terapias celulares 

representam uma nova estratégia para o tratamento destas lesões, 

sobretudo, com a utilização de células-tronco (CT); que 

experimentalmente vem exibindo resultados satisfatórios em vários 

modelos animais. O presente trabalho comparou a lesão da medula 

espinhal em animais tratados e não-tratados com células-tronco 

mesenquimais (CTM) da medula óssea. As CTM foram obtidas da medula 

óssea de ratos Wistar, cultivadas, caracterizadas, nanomarcadas com 

Qtracker 655® e transplantadas na sexta passagem para animais com 

lesão medular. A lesão espinhal compressiva foi realizada com insuflação 

de 50µL, de solução salina, do cuff do cateter de Forgat n.º 2 Fr. no 

espaço epidural T8, durante 5 minutos. Os animais foram distribuídos 

aleatoriamente em dois grupos experimentais com 15animais em cada e 

submetidos a tratamentos distintos: grupos controles (GC), que sofreram 

somente a lesão medular e grupos tratados (GT), que sofreram a lesão 

medular e receberam o transplante de células na concentração de 1,0 x 

107células/mL de tampão fosfato salino(PBS), 3 horas após a lesão. 

Realizou-se a eutanásia dos animais com 24 horas, 7 e 21 dias pós-lesão. 

Por microscopia de luz, foi mensurado o percentual de área lesionada no 

fragmento da lesão macroscópica. Também foi investigado, por 

microscopia de fluorescência, o efeito das CTM sobre a inflamação, 

reatividade astrocítica e ativação de células-tronco endógenas. Embora 

as CTM não tenham sido encontradas no local da lesão, na avaliação 

imunofluorescente foi visto que nos animais tratados com CTM houve 

atenuação significativa da resposta inflamatória com redução no número 

de macrófagos/micróglia marcados com anti-CD68 (ED1); diminuição da 

imunorreatividade dos astrócitos (GFAP+) e maior ativação de células-
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tronco endógenas (nestin+). Nossos resultados indicam que o transplante 

de CTM tem ação benéfica sobre a recuperação da lesão traumática da 

medula espinhal. Como as CTM transplantadas nanomarcadas não foram 

observadas no local da lesão, sugerimos que o efeito terapêutico dessas 

células pode ocorrer por algum tipo de mecanismo telécrino. 
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ABSTRACT 
 

 

ARAÚJO, Marta Rocha. M.Sc. Universidade Federal de Viçosa, February, 
2013. Histological and immunofluorescent evaluation of compressive 
lesion in the spinal cord of Wistar rats treated with mesenchymal 
stem cells. Advisor: Clóvis Andrade Neves.  
 

 

The traumatic spinal cord injury often results in severe neurological 

deficits, and mostly irreversible. The cell therapy represents a new 

strategy for the treatment of these lesions, particularly with the use of stem 

cells (SC), with satisfactory results in several experimental models. This 

study compared the spinal cord injury in animals treated and not treated 

with mesenchymal stem cells (MSC) from bone marrow. MSCs were 

obtained from bone marrow of rats, cultured, characterized, labeled with 

Qtracker 655® and transplanted in the sixth passage in animals with 

spinal cord injury.Spinal cord injury (SCI) was performed with 2-Fr Fogarty 

catheter after T9-T10 laminectomy. The animals were randomly divided 

into six experimental groups of 5 animals each and submitted to different 

treatments: control group (CG), with only spinal cord injury and treated 

groups (GT) that suffered the SCI and received transplants of cells 3 hours 

after injury. The animals were euthanized 24 hours, 7 and 21 days post-

injury. For light microscopy, was measured the percentage of lesion area 

in the fragment of macroscopic lesion. We also investigated, by 

fluorescence microscopy, the effect of MSC on inflammation, astrocytic 

reactivity and activation of endogenous stem cells. There was no statistical 

difference between GC and MSC as the size of the lesion area. Although 

MSC were not found at the site of the lesion, in the evaluation 

immunofluorescent was seen in the animals treated with MSC was 

significant attenuation of the inflammatory response with a reduction in the 

number of macrophages labeled with anti-CD68 antibody (ED1), 

decreased immunoreactivity of astrocytes (GFAP+) and greater activation 

of endogenous stem cells (nestin+). Our results indicate that cell 

transplantation has a beneficial effect on recovery from traumatic spinal 

cord injury. As MSC transplanted nanolabeling were not observed at the 



xi 

 

lesion site, we suggest that the therapeutic effect of these cells can occur 

by some telecrine mechanism. 
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INTRODUÇÃO  
 

As lesões medulares acometem anualmente milhares de indivíduos 

de todas as faixas etárias, com elevadas taxas de mortalidade e 

morbidade crônica (Sumida et al., 2001; Saunders et al., 2009). 

A lesão medular foi definida pelo Banco de Dados Nacional de Lesão 

Medular (NSCID) em 2013, como toda injúria às estruturas contidas no 

canal medular (medula, cone medular ou cauda eqüina), resultando em 

perda temporária ou permanente das funções motora, sensorial e/ou 

autonômicas. 

A gravidade da lesão medular depende da intensidade, velocidade e 

duração de forças endógenas ou exógenas sobre a medula espinhal 

(Bagley et al., 1999). A lesão de origem não-traumática(endógena) 

decorre de extrusão ou protrusão de disco intervertebral, fraturas 

patológicas (metástases vertebrais, tuberculose, osteomielite e 

osteoporose) e anormalidades congênitas(estenose de canal medular e 

deformidades graves da coluna). Já as lesões de origens traumáticas 

(exógenas) incluem lesões por acidentes automobilísticos, armas de fogo, 

objetos penetrantes e quedas, representando 80% do total das lesões 

medulares (Lianza et al., 2001). 

Os danos causados na medula espinhal após uma lesão traumática 

envolvem dois eventos (Figura 1).O primeiro consiste no mecanismo 

inicial da lesão que ocorre no momento do trauma, por meio de: contusão, 

compressão, estiramento e laceração envolvendo a ruptura e o 

esmagamento de elementos neurais e vasculares imediatos.O segundo, 

consiste nas lesões endógenas secundárias que são desencadeadas em 

resposta à lesão inicial aguda e que ocorrem ainda dentro da primeira 

semana após o trauma. A lesão secundária é caracterizada por uma 

maior destruição de neurônios e células gliais, redução do fluxo 

sanguíneo espinhal, isquemia, inflamação, peroxidação lipídica induzida 

por radicais livres e influxo celular de cálcio, levando a uma expansão 

significativa dos danos (Liu et al., 2006; Sobani et al., 2010; Ning et al., 

2012). 
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Figura 1.Esquema dos mecanismos que ocorrem após a lesão medular 

traumática. 

 

Outra conseqüência da lesão medular é a formação de cicatriz glial 

que impede a regeneração do axônio. Após lesão do sistema nervoso 

central(SNC), os astrócitos adquirem característica hipertrófica 

acompanhada por aumento na produção de filamentos intermediários tais 

como a proteína glial fibrilar ácida (GFAP) - um processo chamado de 

astrocitose reativa ou astrogliose (Fawcett, 1999; Sahni, 2010). Com o 

tempo, mais tipos de células, incluindo a microglia, macrófagos e células 

progenitoras, são recrutadas, culminando na formação da cicatriz glial. 

Esta estrutura apresenta um problema para a regeneração axonal: atua 

como uma barreira física e acumula moléculas que inibem o crescimento 

axonal, tais como proteoglicanos de sulfato de condroitina (Zuo et al., 

1998; Busch e Silver, 2007). 

Ainda não existem tratamentos efetivos para a lesão medular, mas 

vários ensaios clínicos têm fornecido informação acerca da regeneração 

de neurônios lesionados e proteção de danos adicionais para as células 

remanescentes. Uma das opções de tratamento é o clínico 

(farmacológico),a fim de interromper alguns dos mecanismos 

fisiopatológicos da lesão secundária (McDonald e Sadowsky, 2002; Hyun 
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e Kim, 2010).Os corticosteroides, como a metilprednisolona, têm sido 

amplamente utilizados após lesão medular aguda em humanos e 

pacientes veterinários, apesar de sua eficácia ser questionada 

(Rabchevsky et al., 2002; Arias et al., 2007).Evidências sugerem que seu 

efeito se deve, principalmente, à capacidade de inibir a peroxidação 

lipídica quando empregados em altas dosagens logo após a lesão.Outra 

opção de tratamento é o cirúrgico, porém este limita-se à descompressão 

da medula espinhal, retirada de fragmentos e estabilização da coluna 

vertebral (Pratt et al., 1990). 

Frente às controvérsias e resultados divergentes com fármacos, 

estudos têm avaliado inúmeras estratégias terapêuticas. Segundo 

Cizkovaet al. (2010), devido a incapacidade de auto-reparação da medula 

espinhal após a lesão, as intervenções terapêuticas exigirão a 

combinação de alguns protocolos: (1) atenuação dos processos da lesão 

secundária (como inflamação e a excitabilidade provocada pelo 

glutamato) e inativação de inibidores de crescimento axonal; (2) 

estimulação da neurogênese endógena, gerando novos progenitores 

espinhais; e (3) substituição das células mortas (neurônios e 

oligodendrócitos), induzindo assim um ambiente mais favorável para a 

regeneração de células afetadas, reposição da bainha de mielina e 

restabelecimento funcional das conexões axonais e neuronais perdidas.A 

terapia celular encontra-se entre essas estratégias (Cizkovaet al., 2006; 

Cristante, 2007). 

Diversas pesquisas têm explorado o potencial da terapia celular, 

utilizando o transplante de vários tipos de células, como as células de 

Schwann (Biernaskie et al., 2007; Saberi et al., 2008),células-tronco 

neurais (Schultz, 2005; Tarasenko et al., 2007; Parr et al., 2008), células-

tronco mesenquimais (Chopp et al., 2000; Osaka et al., 2010), fibroblastos 

(Tobias et al., 2003; Wong et al., 2008) e células olfativas ensheathing 

(OECS)(Pearse et al., 2007; Guest et al., 2008). 

O transplante com células-tronco mesenquimais (CTM) é uma das 

opções promissoras devido à habilidade de auto-renovação e alta 

capacidade de proliferação (Barry e Murphy, 2004) além de serem 

capazes de se diferenciar em vários tipos celulares, incluindo os 
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neurônios (Zuk et al., 2002; Kern et al., 2006).Estas células podem ser 

colhidas a partir de medula óssea e de forma fácil e rápida expandidas in 

vitro. Esta acessibilidade as torna uma interessante estratégia para o 

transplante autólogo e também para o transplante alogênico (Monteiro et 

al., 2010). 

A melhora funcional após a lesão medular experimental com o uso 

de células-tronco vem sendo demonstrada por vários autores (Ankeny et 

al., 2004; e Urdzikova et al., 2006). Um recente trabalho realizado por 

nosso grupo de pesquisa mostrou melhora significativa no sétimo dia de 

avaliação nos animais do grupo tratado com CTM comparado com os 

animais do grupo controle, demonstrando contribuição positiva e precoce 

no processo de recuperação da função motora (Carvalho, 2011). 

Alguns estudos indicam a capacidade das CTM em modular o 

ambiente lesionado do SNC e promover reparação a partir da secreção 

de fatores anti-inflamatórios, de moléculas anti-apoptóticas e fatores 

tróficos capazes de favorecer o crescimento axonal e a imunomodulação. 

E capaz ainda, de estimular a remielinização e a angiogênese.(Poll et al., 

2008; Meirelles et al., 2009; Uccelli et al., 2011; Quertainmont et al., 

2012). Além disso, as CTM são capazes de se diferenciarem em células 

neuronais não somente in vitro, mas também in vivo após o transplante 

(Greco et al., 2008; Xu et al., 2010), tornando-se uma estratégia viável 

para a substituição de neurônios lesados. 

Diferentes modos de administração têm sido utilizados para o 

transplante das CTM após a lesão medular: intratecal (Nirmeen al., 2010), 

intravenoso (Osaka et al., 2010) ou intra-espinhal (Roussos et al, 2005). 

Para aplicação em seres humanos, a injeção intravenosa parece ser a 

forma mais fácil, pois não há risco de danos adicionais para a medula 

espinhal do paciente. Além disso, a injeção intravenosa de CTM é segura, 

uma vez que tem sido demonstrado que não têm efeito adverso como a 

obstrução da circulação do sangue ou de tumorigenicidade (Karussis  et 

al., 2010; Ra et al., 2011). 
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OBJETIVO 
 

O objetivo do presente estudo foi comparar os padrões 

histopatológicos da lesão compressiva da medula espinhal de ratos não-

tratados e tratados com injeção intravenosa de CTM originada na medula 

óssea; avaliar se as CTM migram e/ou permanecem no local da lesão; 

analisar, in situ, os efeitos das CTM transplantadas sobre as células-

tronco/progenitoras neural (Nestin+), sobre os astrócitos (GFAP+) e sobre 

a micróglia/macrófagos(CD68+), no 7o e 21o dia pós-lesão. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

ANIMAIS 

Para os procedimentos de lesão da medula espinhal foram 

utilizados 30 ratos Wistar machos, de três meses de idade, pesando entre 

250 a 300g; epara coleta da medula óssea, 4 ratos Wistar machos de 45 

dias de idade. Todos oriundos do Biotério Central da Universidade 

Federal de Viçosa. 

Grupos de cinco animais foram alojados em caixas, sob condições 

de umidade e temperatura controladas, fotoperíodo de 12 horas e 

receberam água e ração comercial ad libitum durante todo o período 

experimental. 

O presente trabalho foi realizado de acordo com os Princípios 

Éticos na Experimentação Animal, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro 

de Experimentação Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comitê de Ética 

da Universidade Federal de Viçosa sob o parecer nº 38/2012. 

 

GRUPOS E TRATAMENTOS 

 Os animais foram aleatoriamente distribuídos em 2 grupos, sendo: 

- Grupo controle - 15animais com laminectomia e lesão medular. 

- Grupo tratado - 15animaiscom laminectomia e lesão medular que 

receberam o transplante de células tronco mesenquimais da medula 

óssea (CTM) na concentração de 1,0 x 107células/mL de PBS, 3 horas 

após a lesão, por via endovenosa. 

 Foi realizada a eutanásia dos animais com 24 horas (n=10), 7 dias 

(n=10) e 21 dias (n=10) pós-lesão para retirada da medula espinhal, 

pulmão e baço. 

 

CULTURAE CARACTERIZAÇÃO DAS CÉLULAS-TRONCO 

MESENQUIMAIS 

Foram coletadas células das medulas ósseas dos fêmures dos 

quatro animais doadores para obtenção das CTM. Estas foram cultivadas 

em garrafas de culturas com meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium) baixa glicose, 3,7g/L de bicarbonato de sódio e com adição de 
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10% de soro fetal bovino (SFB), em estufa à 37oC, com 5% de CO2, até 

obtenção da sexta passagem. As culturas foram monitoradas, 

diariamente, com auxílio de microscópio óptico invertido de contraste de 

fase.O meio de cultura foi trocado a cada três dias. 

Células na quarta passagem foram submetidas aos testes de 

diferenciação osteogênica e adipogênica. As células foram desprendidas 

das garrafas T-75cm2 com tripsina-EDTA e plaqueadas em placas de 

6wells(TPP - Zollstrasse, Trasadingen, Suíça)na concentração de 1 x 104 

células/well. Para diferenciação osteogênica o meio DMEM com 10% de 

SFB foi enriquecido com 10-8 mol/mL de dexametasona(Sigma), 

5µg/mLde ácido ascórbico 2-fosfato(Sigma) e 10mmol/L de β-

glicerofosfato(Sigma). 

Para a diferenciação adipogênica o meio DMEM sem SFB foi 

enriquecido com 10-8mol/mL de dexametasona(Sigma), 10-8M de insulina 

recombinante humana, 200µM de indometacina cristalina e 500µM de 

isobutil-metilxantina. Os meios de diferenciação foram trocados a cada 3 

dias por 28 dias. Após esse tempo, amostras das células foram fixadas 

por 1 hora em paraformaldeído a 4%e coradas pela técnica de Von Kossa 

+ HE para detecção de depósitos de cálcio na matriz e Oil Red O para a 

detecção de vesículas de lipídeos intracelulares. Para cada teste de 

diferenciação foi cultivado um grupo controle das células em meio DMEM 

com 10%SFB. Os testes de diferenciação foram realizados em triplicata. 

Na imunofenotipagem, as amostras de células da quarta passagem 

foram incubadas com os anticorpos primários anti-CD11b clone M1/70 

mouse, anti-CD45 clone 69 mouse, anti-CD90 clone Ox-7 mouse, anti-

CD73 clone 5 F/B9 mouse, anti-CD54 clone 1A29 mouse e anti-HLA-DR 

(BD Bioscience, San Jose, CA, USA) por 30 minutos à 4ºC. 

Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e incubadas com o 

anticorpo secundário conjugado com fluorocromo Alexa 488 sob as 

mesmas condições anteriores. As amostras foram analisadas usando 

citômetro de fluxo FACScan e software CellQuest®. 

 

MARCAÇÃO E TRANSPLANTE DAS CÉLULAS-TRONCO 

MESENQUIMAIS 
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Doze (12) horas antes do transplante,células da sexta passagem 

foram incubadas por 60 minutos, a 37°C, com Qtracker Cell Labeling 

655® (Invitrogem, California, EUA), segundo recomendações do 

fabricante. As células marcadas foram tripsinizadas e centrifugadas a 

22oC por 5 minutos em 1500rpm para a obtenção do pellet celular. O 

pellet foi ressuspendido em PBS e alíquotas de 1x107 células foram 

preparadas em 1,0mL de PBS, centrifugadas e armazenada em caixa de 

isolamento térmico até o momento da aplicação intravenosa.  

Uma dose foi preparada para avaliação à fresco em microscópio de 

fluorescência para comprovar a eficácia da nanomarcação. 

Com auxílio de cateter intravenoso 24G que foi inserido na veia 

lateral da cauda, a suspensão de1,0 x 107células/mL foi injetada 3 horas 

após a lesão espinhal. 

 

LESÃO MEDULAR 

Os animais receberam analgesia pré-empitiva com fentanil 

(0,3mg/Kg/IM), foram sedados com Diazepan  (2,5mg/Kg/IP) e 

anestesiados com Isofluorano em circuito anestésico com oxigênio 100%. 

Foi realizada antimicrobianoprofilaxia com enrofloxacina (10mg/Kg) por 

via intramuscular. 

Após a tricotomia ampla do dorso e da antissepsia da pele com 

solução de Povidine®, foi realizada incisão de 5cm na linha média dorsal, 

tendo como referência os processos espinhosos da oitava vértebra 

torácica (T8) à primeira vértebra lombar (L1). O tecido subcutâneo foi 

incisado, seguido do afastamento subperiostal da musculatura 

paravertebral, com uso de lâmina de bisturi n.º 11. 

A nona e a décima vértebras torácicas (T9 e T10) foram 

identificadas por meio da contagem dos arcos costais e, com auxílio de 

microscópio cirúrgico, foi realizada laminectomia das vértebrasT9 eT10 

com broca trefina de 4mm de diâmetro em perfuratriz elétrica.  

Para promover a lesão espinhal compressiva, um cateter de 

Forgaty n. 2 Fr foi introduzido no espaço epidural e conduzido, 

cranialmente, até o segmento medular T8-T9. O cuff do cateter foi 

preenchido com 50μL de solução salina e mantido desta forma por cinco 
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minutos, realizando a compressão da medula espinhal. Os animais foram 

avaliados 24 horas após o procedimento para observar a presença da 

paraplegia.  

Após a cirurgia, os animais foram alojados em trios para reduzir o 

estresse de isolamento e receberam analgesia com morfina (5mg/Kg/SC), 

a cada 4 horas, durante3 dias. Os animais permaneceram no biotério sob 

as mesmas condições de temperatura e fotoperíodo anteriores ao 

procedimento cirúrgico. 

Após a lesão medular, pressão manual da bexiga foi realizada seis 

vezes ao dia até o restabelecimento do reflexo de esvaziamento da 

bexiga. Os ratos foram monitorados quanto à evidência de hematúria, 

infecção do trato urinário ou outros sinais de doença sistêmica. 

Todos os animais utilizados no estudo apresentaram paraplegia no 

pós-cirúrgico imediato e no primeiro dia pós-lesão. A sensibilidade 

profunda permaneceu em todos os animais, o que indica lesão moderada 

e com potencial de reversão. 

 

 

AVALIAÇÃO HISTOLÓGICA 

No 7º e 21º dia pós-lesão foi realizada a eutanásia de dez animais 

de cada grupo, por sobredosagem anestésica intraperitoneal de Tiopental 

sódico.Posteriormente, a medula foi rapidamente removida do canal 

espinhal e um fragmento de 2 cm de comprimento, contendo a lesão 

macroscópica ao centro foi fixado em paraformaldeído 4% tamponado, pH 

7.4 a 4°C por 24 horas. Transcorrido esse período, o material foi 

acondicionado em álcool 70º e processado para avaliação histológica. 

Previamente à inclusão, as amostras de cada grupo foram 

seccionadas em três fragmentos: porção cranial à lesão macroscópica, 

porção da lesão e porção caudal à lesão macroscópica. 

A porção da lesão de cada animal foi incluída em Paraplast® 

(Merck) e secções transversais, de 6µm de espessura, foram feitas a 

partir da porção cranial ao epicentro da lesão (Figura 2). Em cada lâmina 

histológica foram acondicionadas 10 secções seriadas, obtidas com 

intervalo mínimo de 60µm. Algumas secções histológicas desse intervalo 
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foram colocadas em lâminas próprias para avaliação imunológica 

(ImmunoSlide-EasyPath) e avaliadas por imunofluorescência. 

Para avaliação em microscopia de luz as lâminas foram coradas 

com hematoxilina-eosina e fotografadas doze imagens por animal em 

microscópio ótico Olympus BX-60® (Tóquio, Japan) para posterior 

análise. 

Foi realizado estudo morfométrico com obtenção de dados da área 

total (área seccional externa total da medula), área lesionada (contida 

dentro da total, composta por formação cística, cavitação, gliose, edema 

axonal e perda da organização tecidual) e analisada a relação de área 

lesada/área total de cada secção determinada, utilizando o software 

Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics,Bethesda,EUA). 

Adicionalmente foi realizado exame histopatológico da lesão 

compressiva da medula espinhal dos ratos não-tratados e tratados com 

injeção intravenosa de CTM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Representação esquemática da porção da lesão utilizada nesse estudo. Foram 

feitas secções seriadas de 6µmtransversalmente ao plano sagital mediano, sendo 

intercaladas as lâminas para avaliação histológica e imunofluorescente a cada 60µm. 

 

IMUNOFLUORESCÊNCIA 

 Foi realizada a imunofluorescência do Qtracker 655®, na medula 

lesionada, no pulmão e baço, utilizando filtro de excitação WG, para 

avaliar o destino das células transplantadas. 

Também para avaliação em microscopia de fluorescência, cortes 

histológicos foram desparafinizados em xilol e hidratados em 

concentrações decrescentes de etanol até água. Recuperação antigênica 
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foi realizada em tampão citrato pH 6,0 (em banho maria a 95o) por 50 

minutos. 

Posteriormente à recuperação antigênica, as secções foram 

lavadas com PBS-T (PBS 1X + Tween 20 a 1%)uma vez por 5 minutos, 

tratadas com solução de bloqueio (Leite em pó Mollico® desnatado 1%) 

por 15 minutos.Incubação com os respectivos anticorpos primários.Foram 

utilizados os seguintes anticorpos primários: anticorpo monoclonal anti-

CD68(ED1) (Santa Cruz, Cat. no. sc-59103)diluição 1:50, para 

identificação de monócitos e macrófagos ativados;anticorpo policlonal 

obtido em coelho anti-proteína glial fibrilar ácida (Invitrogen,Cat. no. 18-

0063) diluição 1:50, para identificação de astrócitos; e anticorpo policlonal 

obtido em camundongo anti-nestin (AbD Serotec, Cat. no. 6625-1010) 

diluição 1:50, para identificação de células-tronco/progenitoras neurais. 

As lâminas foram incubadas overnight a 4oC. Após o tratamento 

com os anticorpos primários,os cortes foram lavados três vezes com 

PBSe então incubados com os anticorpos secundários por 2 horas em 

temperatura ambiente. Os anticorpos secundários utilizados foram: anti-

IgG de camundongo produzidos em cabra e conjugado com DyLight® 

488(AbD Serotec, Cat. no. STAR74D488GA) diluição 1:100 e anti-IgG de 

coelho conjugado com isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Sigma, Cat. 

no. F1262) diluição 1:100. As secções foram então novamente lavadas 

com PBS e montadas com lamínulas utilizando meio de montagem 

contendo DAPI(Vectashield® mounting medium with DAPI, Vector 

Laboratories, Hercules, CA, EUA). 

Para controle da eficácia da imunomarcação, em cada lâmina, 

duas das secções histológicas foram incubadas com PBS ao invés da 

solução contendo o anticorpo primário. 

 Foram capturadas cinco imagens por secção utilizando microscópio 

de fluorescência (Olympus BX-60®, Tokyo, Japan).As células marcadas 

foram quantificadas com auxílio do software Image-Pro Plus 4.5 (Media 

Cybernetics, Bethesda, EUA), utilizando uma grade com 143 pontos 

sendo contados os pontos de interseções das linhas que caíam sobre as 

células. 
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ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para comparação de dados quantitativos das células marcadas na 

avaliação imunofluorescente os dados foram submetidos ao teste de 

normalidade Kolmogorov-Smirnov e em seguida foi utilizado o teste t. Os 

valores estão apresentados como média  erropadrão da média (EPM). 

Os valores de área total e área de lesão foram avaliados segundo o 

teste não-paramétricoU de Mann-Whitney. 

Foi adotado o nível de significância de 0,05 (α=5%) e níveis 

descritivos (p) inferiores a esse valor foram considerados significantes e 

representados por asterisco (*). 
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RESULTADOS 
 

Caracterização das CTM derivadas da medula óssea 

A técnica de coleta da medula óssea, após remoção dos fêmures e 

lavagem do canal medular, demonstrou ser um método rápido e de fácil 

execução. A quantidade de células mononucleares obtidas foi sempre 

superior àquela mínima preconizada para se iniciar o cultivo e a 

viabilidade celular inicial foi em média de 91,80%. 

As células cultivadas demonstraram aparência fibroblastóide em 

cultura (Figura 3A e 3B), 48 horas pós-plaqueamento primário, 

permanecendo durante todo o período de avaliação in vitro.Essas células 

apresentaram altas taxas replicativas e aderiram às garrafas de cultivo 

celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Fotomicrografias das CTM indiferenciadas in vitro. (A) Células apresentando 

distribuição homogênea e 80% de confluência, 48 horas pós-plaqueamento. (B) 

Destaque para a morfologia fibroblastóide das células. Barra: 50µm. 

 

 

As células submetidas à diferenciação osteogênica demonstraram 

presença de matriz extracelular calcificada pela coloração de Von Kossa e 

hematoxilina-eosina, visualizada no 28º dia, comprovando a diferenciação 

em células da linhagem óssea (Figura 4A). 

As CTM cultivadas em meio de cultura suplementado para indução 

adipogênica demonstraram ao final das quatro semanas presença de 

vesículas lipídicas intracelulares facilmente identificáveis sob microscopia 

de luz (Figura 4B). 
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Figura 4: Fotomicrografias das CTM sob diferenciação in vitro: (A) Células cultivadas em 

meio indutor osteogênico, exibindo calcificação da matriz extracelular (regiões escuras) 

evidente sob coloração por Von Kossa + HE. (B) Células cultivadas em meio indutor 

adipogênico, coradas por Oil Red O, evidenciando em vermelho o acúmulo de gotículas 

lipídicas (B). Barra: 50µm. 

 

 

As CTM da quarta passagem foram submetidas à 

imunofenotipagem com os anticorpos anti-CD11, anti-CD45, anti-CD54, 

anti-CD73, anti-CD90 e anti-HLA-DR (complexo de histocompatibilidade 

de classe II) e demonstraram expressão negativa para os marcadores de 

superfície CD11 (97,48%), CD45 (96,98%) e para HLA-DR (95,5%) e 

positiva para os marcadores CD54 (66,26%), CD73 (86,82%) e CD90 

(90,30%) na avaliação por citometria de fluxo, conforme ilustra a figura 5.  
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Figura 5.Caracterização imunofenotípica das CTM de ratos Wistar por citometria de 

fluxo. (A) População escolhida para análise apresentou 81,0% de homogeneidade. (B) A 

intensidade de fluorescência de cada marcador de superfície nas CTM indiferenciadas 

(gráficos vermelhos) está comparada com os isotipos controle (gráficos pretos) e 

representada em valores percentuais. O número de células analisadas está 

representado no eixo y e a intensidade no eixo x. 

 

 

Nanomarcação das CTM 

As células previamente marcadas com o Q-tracker 655® 

incorporaram o marcador emitindo alta fluorescência citoplasmática 

(vermelho), com filtro de excitação WG. Os núcleos(azul) são mostrados 

com filtro de excitação WU. A figura 6A representa essa marcação nas 

amostras a fresco. 

B 
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Destino das células transplantadas 

As células transplantadas nanomarcadas foram encontradas no 

pulmão dos animais do grupo 24 horas (Figura 6B). Não foram 

encontradas células transplantadas no local da lesão nos diferentes 

intervalos, nem em quaisquer órgãos7 e 21 dias pós-transplante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.Imagens de microscopia de fluorescência.(A) Fotomicrografia da CTM após 

nanomarcação com Q-tracker ®, demonstrando a fluorescência citoplasmática vermelha 

emitida pelas células em suspensão.Barra: 10 um.(B) Identificação das células 

transplantadas pós-lesão. As setas indicam as CTM presentes no pulmão do grupo 24 

horas pós-lesão. Os locais marcados com * representam os alvéolos pulmonares. Os 

Núcleos (N) foram contra-corados com DAPI (azul).Barra: 50um. 

 

Avaliação histológica da área de lesão 

Essa análise mostrou que não houve diferença significativa entre o 

tamanho da lesão nos grupos tratados (CTM) e controle não havendo, a 

princípio, nenhuma indicação de que o tratamento teve efeito 

neuroprotetor tanto ao 7o quanto no 21o dia pós-lesão (Figura7). Em 

ambos os grupos também foi visto, por microscopia de luz, destruição de 

substância branca e substância cinzenta com malácia em toda a extensão 

do tecido, presença de células gitter e degeneração neuronal(Figura 8). 

 

 

 

 

 

A B 
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Figura 7. Porcentagem de área lesionada por grupo da avaliação histológica da 

lesão.Não houve diferença significativa entre os grupos tratados e controle 7 e 21 dias 

pós-lesão (p>0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Fotomicrografias em coloração de HE da porção da medula espinhal de rato 

submetido a lesão compressiva medular. (A) Imagem representativa da lesão avaliada 

no 7
o
 dia pós-lesão. O local marcado com * e contornado pela linha vermelha representa 

a área da lesão e a linha preta está contornando a área total da medula.Barra:200µm. 

(B) Região da lesão ampliada. Malácia intensa com presença de células gitter (setas) e 

áreas de cavitação (*). Barra: 50µm. 

 

Avaliação imunofluorescente da lesão 

A lesão na medula espinhal resultou na ativação de macrófagos e 

micróglia. Macrófagos e micróglia ativados foram caracterizados por sua 
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morfologia arredondada e imunorreatividade ao CD68(ED-1) em ambos 

os grupos.  

Células CD68 positivas (CD68+) concentravam-se principalmente na 

substância branca e ao redor da área lesionada. Nos grupos CTM,7 e 21 

dias pós-lesão, houve diminuição significativa de células CD68+ em 

relação aos grupos controles. A área de imunorreatividade teve média 

de18,6% 0,7 no grupo controle 7 dias,enquanto que no grupo CTM 7 

dias foi 9,3% 0,6. Já no grupo controle 21 dias a área de 

imunorreatividade foi 6,7% 0,6 enquanto que no grupo CTM 21 dias foi 

4,0% 0,2 (Figuras9A, 9B). 

Após lesão na medula espinhal, astrócitos sofrem hipertrofia e se 

tornam reativos. Os astrócitos reativos são caracterizados pela sua 

intensa imunorreatividade a GFAP (proteína glial fibrilar ácida). No 

presente estudo,esses astrócitos foram encontrados principalmente na 

periferia da medula e na substância branca ao redor da lesão na porção 

dorsal e dorsolateral da medula, sendo nessas regiões onde se realizou a 

quantificação da imunorreatividade ao marcador. 

A imunorreatividade a GFAP nos grupos CTM,7 e 21 dias pós-lesão, 

foi significativamente menor do que nos grupos controles, sendo que a 

porcentagem no grupo controle 7 dias teve média de 12,8% 0,6 

comparado a 10,1% 0,5 no grupo CTM 7 dias. Ao 21o dia pós-lesão, a 

imunorreatividade aumentou em relação ao 7o dia, porém no grupo CTM, 

20,1% 0,6,permaneceu significativamente menor que no grupo controle 

24,8% 1,0(Figuras9C,9D). 

Para avaliar a ativaçãode células tronco/progenitoras neuraisno local 

da lesão espinhal e a possível influência das CTM nesse processo, 

utilizou-se o marcador anti-nestin. 

As análises mostraram que houve ativação das células 

tronco/progenitoras neuraisno local da lesão em ambos os grupos 

controle e CTM. As células foram encontradas, principalmente, na área 

lesionada (substância branca e cinzenta), sendo que nos grupos CTM,7 e 

21 dias pós-lesão, a quantidade de células foi significativamente maior 

que nos grupos controles. A porcentagem de marcação foi de 17% 0,8 
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no grupo CTM 7 dias e 9,1% 0,3 no grupo CTM 21 dias enquanto no 

grupo controle 7 dias foi de 12,2% 0,3 e 5,9% 0,3 no grupo controle 21 

dias(Figuras9E, 9F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Avaliação imunofluorescente da lesão medular. Fotomicrografias de 

imunofluorescência representativas dos marcadores (A) anti-CD68 – 

macrófago/micróglia, (C) anti-GFAP - astrócitos e (E) anti-nestin – célula-tronco neural na 

lesão medular do grupo CTM 7 dias. Setas indicam células marcadas e “N” representa o 

núcleo das células contra-corado com DAPI (azul) Barra: 30µm. (B), (D) e (F) 

representam a quantificação (porcentagem) de células positivas marcadas. O * indica 

p<0,05. 

 



20 

 

DISCUSSÃO 
  

Segundo a Sociedade Internacional para Terapia Celular(ISCT) são 

três os requerimentos mínimos para uma população de células serem 

classificada como CTM: O primeiro é que sejam isoladas de uma 

população de células mononucleares com base na sua aderência seletiva 

em cultura à superfície do plástico. O segundo é que as expressões de 

CD13, CD29, CD54, CD73, CD90, CD106 estejam presentes, e que 

CD34, CD45, CD14, CD11b, CD79, ou CD19e HLA-DR não sejam 

expressos em mais de 95% das células em cultura. Em terceiro e mais 

importante, é a capacidade de diferenciação in vitro em linhagens 

mesodermal: osso, cartilagem e tecido adiposo (Morrison et al., 1997; 

Nardi e Meirelles, 2006). As células cultivadas nesse estudo 

apresentaram morfologia fibroblastóide e aderência a placa de cultura 

como descrito por Pittenger et al. (1999); apresentaram expressão 

positiva dos marcadores celulares de superfície CD54, CD73 e CD90 e 

expressão negativa dos marcadores CD11b,  CD45 e MHC II; e sofreram 

diferenciação para a linhagem óssea e adipogênica. Em conjunto, todos 

os critérios para classificação de CTM foram obtidos e demonstrados no 

estudo, comprovando que as células transplantadas foram CTM. 

As análises morfométricas do presente estudo não indicaram 

diferenças significativas sobre a área de lesão nos animais tratados com 

CTM, no 7o nem no 21o dia pós-lesão. Resultados semelhantes foram 

descritos por Yoshihara et al.(2006) e Abrams et al. (2009) que também 

não observaram redução significativa do tamanho da lesão decorrentes 

do trauma raquimedular moderado em ratos tratados com CTM. Em 

contrapartida, outros estudos relataram redução significativa da área de 

lesão e maior preservação da substância branca em animais tratados, 

indicando efeito neuroprotetor dessas células (Ankeny et al., 2004; Bakshi 

et al., 2006; Urdzikova et al., 2006).  

Os achados morfológicos não podem ser usados como critério único 

de avaliação do efeito das CTM na lesão compressiva medular, 

necessitando então de análises mais específicas. 
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A lesão da medula espinhal resulta na ativação de 

macrófagos/micróglia provocando intenso processo inflamatório e 

danificando neurônios, oligodendrócitos e astrócitos presentes na área de 

lesão. O processo de inflamação após lesão medular tem efeitos 

favoráveis e desfavoráveis (Donnellyet al., 2008), mas vários estudos in 

vivo revelaram que a modulação da inflamação promoveu melhorias em 

funções motoras e sensoriais (Bethea  et al., 1999; Park et al., 2010). No 

presente estudo, observamos que a concentração de 

macrófagos/micróglia CD68+ na área lesionada foi significativamente 

menor no grupo CTM; portanto as células-tronco transplantadas atuaram 

no controle do processo inflamatório após lesão da medula espinhal. Tal 

redução na concentração de macrófagos/micróglia CD68+pode ter 

atenuado os mecanismos secundários deletérios provocados pela 

inflamação e pode ser um fator relacionado com a restauração funcional 

precoce após a lesão da medula espinhal observada em estudos 

anteriores. Porém, o exato mecanismo pelo qual as CTM transplantadas 

afetam a reação inflamatória após a lesão da medula espinhal ainda não 

está totalmente elucidado (Park et al., 2010). 

Lesões no Sistema Nervoso Central causam aumento na 

intensidade de marcação da proteína glial fibrilar ácida (GFAP) nos 

prolongamentos astrocitários (BignamieDahl, 1994). Esse fenômeno é 

descrito como astrocitose fibrilar reacional e está associado a hiperplasia 

e hipertrofia dos astrócitos. Os astrócitos reativos formam a cicatriz glial 

que se acumula ao redor da lesão constituindo uma barreira física e um 

ambiente inibitório para a regeneração axonal e a remielinização 

(CouttseKeirstead, 2008).  

A redução significativa da reatividade dos astrócitos nos animais 

tratados, observado no presente estudo sugere que as CTM podem ter 

reduzido a resposta dos astrócitos; e por conseqüência, podem agir 

reduzindo os efeitos inibitórios do tecido cicatricial proporcionando um 

ambiente mais permissivo para a extensão axonal.  

A literatura tem mostrado que os astrócitos reativos parecem 

desempenhar um duplo papel na medula lesionada. Por um lado, 

acredita-se desempenhar uma função de suporte no crescimento axonal 
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já que produzem proteínas adesivas da matriz extracelular, como a 

laminina (White et al., 2008). Por outro lado, contribuem para a cicatriz 

glial formando uma barreira física e química (sulfato de condroitina), que 

inibe o crescimento axonal (Fitch e Silver, 2008). Dessa forma, segundo 

Escartin e Bonvento (2008), a ativação reduzida e controlada de 

astrócitos pode ser benéfica para a recuperação, como mostrado no 

estudo feito por Abramset al. (2009) onde a recuperação funcional foi 

associada com a redução na reatividade dos astrócitos após transplante 

das CTM, corroborado com nossos resultados. 

As células-tronco neuraissão células multipotentes com potencial 

para se diferenciar em neurônios, astrócitos e oligodendrócitos, e também 

podem ser eficientemente propagada in vitro (Hsuet al., 2007). O canal 

ependimário é conhecido como sendo uma rica fonte dessas células. 

Após a lesão medular, as células-tronco residentes no epêndima são 

ativadas proliferam e migram atingindo um pico máximo em 3-7 dias após 

a lesão (Morenoet al., 2009). 

Nestin é um marcador bem estabelecido para célula-tronco neural e 

populações de células precursoras em proliferação no SNC (Wiese et al., 

2004). Na medula espinhal de ratos adultos células nestin+ foram 

detectadas em várias áreas descritas como nichos de células-

tronco/progenitoras (Wei et al., 2002). Xu et al. (2008) demonstram 

distintas regiões apresentando células nestin+, sendo a ordem das 

regiões  de maior para menor quantidade: o corno dorsal, canal central  e 

cornos ventral e lateral. Na região do corno dorsal essas células 

apresentaram-se distribuídas principalmente na substância gelatinosa, e 

no canal central distribuídas principalmente na zona ependimária. 

Um recente estudo realizado por Decimo et al. (2011), mostrou que 

células nestin+ dotadas de propriedades proliferativas  e de auto-

renovação também estão presentes nas meninges da medula espinhal 

dos ratos adultos; no estudo essas células diferenciaram-se em neurônios 

e oligodendrócitos funcionais in vitro e após uma lesão medular 

proliferaram, aumentaram em número e migraram para o parênquima, 

sugerindo então as meninges como um possível nicho de células-

tronco/progenitoras com implicação funcional na fisiopatologia do SNC. 
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 Segundo Ronaghiet al. (2010), o recrutamento de células-tronco 

neurais endógenas pode ser uma alternativa para o tratamento da lesão 

medular, por ser uma estratégia não invasiva e que evita a necessidade 

de imunossupressão.  No presente estudo, nossos resultados mostraram 

que os grupos tratados com as CTM apresentaram quantidade maior de 

células-tronco neurais (nestin+) no local da lesão do que nos grupos 

controles. Assim, o transplante de CTM pode ter influenciado o ambiente 

de lesão para fornecer fatores de crescimento e sinalização para a 

proliferação de células-tronco endógenas conforme preconizado por 

Urdzikovaet al. (2006) e Rossi et al. (2010).Wu et al. (2003) mostraram a 

recuperação funcional após o transplante de CTM no momento da lesão e 

atribuiu isso a diferenciação aumentada de células-tronco neurais 

endógenas. 

Nesse estudo observamos eficácia e manutenção da marcação das 

CTM com Qtracker655® e confirmação da viabilidade das células no 

momento do transplante. Essas células transplantadas foram encontradas 

no pulmão dos animais 24 horas pós-lesão, porém não foram encontradas 

no local da lesão 24h, 7 e 21 dias pós-lesão, nem em órgãos altamente 

vascularizados, como os pulmões e o baço 7 e 21 dias pós-lesão.  

 Segundo Karp e Tel (2009), o homing de CTM expandida em cultura 

e transplantada por via intravenosa é ineficiente, aparentemente devido: 

(1)a perda de receptores de quimiocinas e da adesão celular; (2)e ao 

aumento do tamanho das CTM em cultura, o qual provavelmente promove 

retenção de células em tecidos não específicos, incluindo o pulmão e 

reduz o número de CTM que atingem o sítio alvo.  

No trabalho realizado por Quertainmont et al. (2012) também nãofoi 

possível encontrar na lesão, células transplantadas por via intravenosa. 

Não obstante, observou-se efeito benéfico das CTM transplantadas sobre 

a capacidade de locomoção e aumento significativo da expressão do fator 

de crescimento neural (NGF) no tecido lesionado, sugerindo fortemente 

que as CTM atuam através de suas secreções e não, necessariamente, 

pela sua própria integração/diferenciação dentro do tecido hospedeiro. 

Kurozumi et al., (2004), Lu et al., (2005) e Quertainmont et al., (2012), 

provaram que CTM são capazes de secretar fatores de crescimento e 
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citocinas, como o fator de crescimento neural(NGF), fator neurotrófico 

derivado do cérebro(BDNF) e fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF), além do aumento da expressão de citocinas anti-inflamatórias 

como IFN-y e IL-10.Estas citocinas e fatores tróficos podem ter um efeito 

benéfico após a lesão espinhal sobre a reparação e reorganização das 

conexões neuronais; na indução de regeneração;estimulando a 

neurogênese; no crescimento axonal; na redução da resposta inflamatória 

e na proteção do tecido. 

Diferentes estudos utilizando as CTM, têm mostrado resultados 

variados em relação a sobrevivência e integração no tecido lesionado; 

bem como nos seus efeitos sobre a reparação. Essas discrepâncias 

podem estar relacionadas à diferença entre os doadores das células, 

como mostrado por Neuhuberet al. (2005) que ao examinar o perfil de 

secreção de determinados fatores de crescimento e citocinas na lesão 

espinhal de ratos, obtiveram diferenças significativas entre os quatro 

doadores humanos das CTM. Entretanto outro fator para essa 

variabilidade pode ser diferenças no método de cultura como: número de 

passagens, duração da cultura (Neuhuberet al., 2008), privação de soro 

(Sauerzweig et al., 2009) ou condições de hipóxia (Grayson et al., 2007).  

Além disso, existem as subpopulações de CTM com propriedades 

distintas. Há uma gama ampla de marcadores descritos, mas cada grupo 

de investigadores usa diferentes marcadores, nenhum deles específico ou 

exclusivo(Jansen et al., 2010; Tetzlaff et al., 2011). Usando diferentes 

marcadores, alguns autores são capazes de selecionar subpopulações 

das CTM. Bakondi et al. (2009) mostraram que duas subpopulações de 

CTM derivadas da medula óssea humana, CD133 e CD271, apresentam 

diferença significativa na secreção de citocinas e fatores de crescimento. 

Então, podemos dizer que dependendo do doador e da forma como uma 

população de CTM é cultivada seleciona algumas sub-populações com 

diferentes características e propriedades podendo resultar em diferentes 

efeitos após seu transplante. 
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CONCLUSÃO 

 

As avaliações realizadas no presente experimento demonstraram 

que a aplicação de CTM por via endovenosa tem ação benéfica sobre a 

recuperação da lesão traumática da medula espinhal, pois contribuíram 

para atenuar a reatividade dos astrócitos e a ativação de 

macrófagos/micróglia além de exibir capacidade em estimular a ativação 

de células-tronco neurais endógenas no local da lesão.Estes resultados 

são significativos porque demonstram o potencial de CTM em servir como 

atenuadores da resposta imune. Como as CTM transplantadas com o 

marcador fluorescente não foram observadas no local da lesão, não nos 

parece plausível concluir que as alterações descritas tenham ocorrido em 

função de algum tipo de efeito justácrino ou mesmo parácrino. Sugerimos 

que o efeito terapêutico dessas células ocorra por algum tipo de 

mecanismo telécrino. 
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