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RESUMO 
 
A utilização experimental de CS é apontada como uma perspectiva benéfica no tratamento da 
lesão medular devido estas células produzirem fatores neurotróficos e citocinas inflamatórias 
que influenciam o ambiente do sistema nervoso. Ratos machos foram submetidos à lesão 
medular contusa de intensidade moderada (25mm) ao nível do 11o segmento torácico. As CS 
cultivadas a partir do nervo ciático foram pré-tratadas ou não com as citocinas inflamatórias 
TGF-β1 (5ng/ml) ou TNF-α (30ng/ml) e inoculadas no local da lesão imediatamente após o 
trauma. O grupo controle e o grupo lesão receberam inoculação do meio de cultura. Após a 
cirurgia os ratos foram submetidos à análise do comportamento motor durante 8 semanas. O 
BBB mostrou melhora do comportamento motor ao longo do período analisado para o grupo 
tratado com as CS. Este efeito não foi potenciado pelo pré-tratamento das CS com as citocinas 
inflamatórias. As medulas espinais foram processadas e receberam coloração pelo Violeta de 
Cresilo ou imunomarcação com a GAP-43, o glutamato, o NPY, a substância P, a GFAP, o 
FGF-2 e do NG2. Os tratamentos realizados neste desenho experimental não alteraram as 
respostas neuroprotetivas. Segundo análise estereológica não foram encontradas diferenças no 
número estimado de neurônios remanescentes e no volume de tecido preservado entre os grupos 
que receberam lesão medular. A lesão promoveu uma diminuição da imunorreatividade da 
GAP-43 no corno anterior, que foi revertida quando a lesão recebeu tratamento com as CS pré-
tratadas ou não com a citocina TGF-β1. O resultado do tratamento com as CS foi o de aumento 
na imunorreatividade do glutamato nas células no corno anterior e no funículo lateral quando 
comparado com o grupo lesão. Para o NPY no corno anterior houve aumento da 
imunorreatividade do grupo tratado com as CS apenas em comparação ao grupo controle. Já no 
funículo lateral a lesão aumentou a imunorreatividade NPY em comparação ao grupo controle, 
inclusive quando houve tratamento com as CS, mas este deixou de existir quando houve pré-
tratamento das CS com as citocinas. Referente ao FGF-2, no funículo lateral e no fascículo 
grácil houve aumento da imunorreatividade no grupo tratado com as CS, acrescidas ou não de 
TGF-β1, apenas em comparação ao grupo controle. Porém, o tratamento com as CS aumentou a 
imunorreatividade do FGF-2 na região do fascículo grácil. A imunorreatividade do FGF-2 
aumentou na região de epicentro da lesão, e este efeito foi mantido nos grupos tratados com as 
CS, acrescidas ou não de TGF-β1. Houve significante aumento da imunorreatividade da GFAP 
no corno anterior e no funículo lateral quando os grupos lesados foram tratados com as CS e/ou 
citocinas comparado ao grupo controle. Na região do epicentro, a lesão promoveu aumento da 
imunorreatividade da GFAP, que foi potencializado quando houve tratamento com as CS. A 
lesão promoveu aumento da imunorreatividade do NG2 no epicentro, inclusive quando houve 
tratamento com as CS. O melhor desempenho motor observado no grupo que recebeu 
inoculação de CS provavelmente está relacionado a fatores como respostas plásticas e 
neuroquímicas no tecido preservado da medula espinal. 
 

Palavras-chave: lesão medular, células de Schwann, citocinas, regeneração do sistema 
nervoso central, plasticidade neuroquímica, neuroproteção. 
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ABSTRACT 
 
The experimental use of Schwann cells is indicated on spinal cord treatment due to the ability 
of these cells to produce neurotrophic factors and inflammatory cytokines, influencing nervous 
system environment. Male rats were submitted to a moderate spinal cord contusion (25mm) at 
11th thoracic level. Culture Schwann cells were obtained from sciatic nerves and pre-treated or 
not with inflammatory cytokines TGF-β1 (5ng/ml) or TNF-α (30ng/ml) and then were 
inoculated in lesion site just after trauma. Sham and lesion groups received culture medium 
inoculation. After surgery, rats were submitted to behavior analyses during 8 weeks. BBB 
showed motor recovery in the Schwann cell group. This effect was not potentiated by pre-
treated of Schwann cells with inflammatory cytokines. The spinal cords were processed for 
Cresil Violet or immunolabeling to GAP-43, glutamate, NPY, substance P, GFAP, FGF-2 and 
NG2. Stereological analyses showed no differences in the estimated number of remaining 
neurons and in the volume of the preserved tissue among the lesioned groups. The injury 
reduced GAP-43 immunoreactivity in ventral horn, which was reverted when injury was treated 
with Schwann cells pre-treated or not with TGF-β1. Schwann cell treatment enhanced 
glutamate immunoreactivity in the ventral horn and lateral funiculus compared with lesioned 
group. In ventral horn, NPY immunoreactivity was enhanced in Schwann cells group compared 
with sham group. In lateral funiculus, the injury or the treatment with Schwann cells increased 
NPY immunoreactivity, comparing with sham group. FGF-2 of lateral funiculus and gracile 
fasciculus enhanced in Schwann cells group. Treatment with Schwann cells enhanced FGF-2 
immunoreactivity in gracile fasciculus. Injury enhanced FGF-2 immunoreactivity in epicenter 
region, also observed in the groups treated by Schwann cells. In ventral horn and lateral 
funiculus when the lesioned groups were treated by Schwann cells and/or cytokines there was 
significant increase in GFAP immunoreactivity compared with sham group. In epicenter, the 
injury promoted GFAP immunoreactivity increase that was potentiated by Schwann cells 
treatment. The injury produced NG2 increase in epicenter, included by Schwann cells 
treatment. The motor recovery showed in Schwann cell group is probably related to 
neurochemical plasticity in spinal cord preserved tissue. 
 
Key words: spinal cord injury, Schwann cells, cytokines, central nervous sytem regeneration, 
neurochemical plasticity, neuroprotection. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A regeneração axonal no sistema nervoso central (SNC) de mamíferos é limitada devido 

às moléculas da matriz extracelular associadas com as células gliais que tornam o ambiente do 

SNC não permissivo ao recrescimento axonal (Koshinaga e Whitemore, 1995; Fawcett e Asher, 

1999; Davies, 1998; Chen et al., 2002). Em contraste, Iseda et al. (2004) alegam que o ambiente 

do SNC é globalmente permissivo e que os neurônios do SNC são intrinsecamente capazes de 

formar novos axônios após lesão do tecido, mas são desprovidos de grandes quantidades de 

fatores promotores do crescimento no meio regenerativo. No que diz respeito à medula espinal 

a cicatriz glial que se forma no local da lesão e o micro ambiente alterado são considerados os 

principais fatores relacionados a esta falência regenerativa (Mckeon et al., 1991). 

Enquanto os astrócitos reativos são tidos como moduladores negativos do crescimento 

axonal e também como produtores de moléculas da matriz extracelular, os astrócitos imaturos 

são vistos como substratos que sustentam este crescimento (Levine, 1994; McKeon et al., 1995; 

Fitch e Silver, 1997; Liberto et al., 2004). 

O padrão diferente de remielinização observado entre o SNC e o sistema nervoso 

periférico (SNP) é atribuído à eficácia diferencial das células de Schwann (CS) em relação aos 

oligodendrócitos (Richardson et al., 1980; Jasmin et al., 2000). O crescimento axonal pode 

também ser proveniente das fibras preservadas, evento conhecido como brotamento colateral, 

onde as fibras em crescimento somente precisam se estender por uma pequena distância, pois 

elas já estão próximas das células-alvo (Kapfhammer, 1997). 

As interações dinâmicas entre os neurônios e os seus alvos pós-sinápticos são eventos 

cruciais no desenvolvimento e na manutenção do sistema nervoso, devido ao fato de que os 

neurônios competem por quantidades limitadas de moléculas tróficas fornecidas por seus alvos, 
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por seus aferentes ou pelas células gliais (Barber, 1989). 

As substâncias tróficas produzidas pelas CS podem afetar a sobrevivência neuronal e a 

regeneração do SNC não só através de alterações morfológicas, mas também pelas interações 

neuroquímicas entre as células após o trauma. 

Após a lesão do SNC, tanto os neurônios quanto as células gliais expressam uma 

variedade de substâncias, entre as mais importantes estão moléculas com efeitos tróficos, 

conhecidas como os fatores neurotróficos e as citocinas inflamatórias. 

As citocinas inflamatórias são importantes proteínas multifuncionais na ativação e 

comunicação celular. Estas substâncias são expressas durante o processo inflamatório pelas 

células que invadem a área da lesão e parecem contribuir para o recrutamento de células 

imunológicas, auxiliando na modulação da resposta glial à cicatrização, bem como na adesão 

destas células, sugerindo que elas possam melhorar a permissividade do crescimento de fibras e 

reduzir a perda tecidual (Klusman e Schwab, 1997; Prewitt et al., 1997; Acarin et al., 2000). 

Logo, a inflamação pode promover respostas benéficas na área da lesão. 

 

1.1 Neurodegeneração e Neuroproteção 

 

Mecanismos bioquímicos e moleculares são responsáveis pela adaptação ou morte 

celular. Segundo Richter (1998), algumas respostas são comuns no processo de adaptação 

celular, entre elas a hiperplasia (aumento no número de células), a metaplasia (mudança de um 

estado diferenciado celular para outro) e a atrofia (diminuição do tamanho da célula e de seu 

núcleo), deflagrando processos oxidativos intracelulares e ativando programas genéticos de 

morte celular. 

O dano causado pela lesão traumática do SNC é formado pela degeneração primária e 

pela secundária subsequente. A lesão primária é imediata e irreversível, mas a lesão secundária 
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envolve o tempo e permite oportunidades para o tratamento (Tator e Fehlings, 1991). 

As alterações primárias são acompanhadas por uma resposta inflamatória com 

infiltração de células fagocíticas e gliais. Estas células podem agir removendo os debris 

celulares e liberando tanto fatores neurotróficos e citocinas inflamatórias, como moléculas 

citotóxicas na medula espinal lesada (Blight, 1992; Streit et al., 1998). 

Logo após a lesão os astrócitos tornam-se reativos e a microglia inicia um processo 

rápido de migração para as proximidades da área lesada (Niquet et al., 1994), adquirindo 

máxima capacidade fagocítica e secretando substâncias que modulam o processo inflamatório 

local (Leong e Ling, 1992; McMillian et al., 1994). Segundo Leme e Chadi (2001) as interações 

entre o astrócito e a microglia ativados exercem influências nos eventos tróficos na área da 

lesão. 

A lesão primária da medula espinal leva a uma perda tecidual progressiva, hemorragia, 

edema, disfunção glial e perda neuronal (Lemke et al., 1990; Tator e Fehlings, 1991; Young, 

1992; Tymianski e Tator, 1996), resultando em função neurológica comprometida. Estratégias 

neuroprotetivas aplicadas logo após as lesões podem limitar, mas não prevenir a perda tecidual 

(Oudega et al., 2005). A quebra da barreira hemato-medular que ocorre após lesão da medula 

espinal leva a alterações da homeostase celular e neuroquímica (Rabchevsky et al., 1999). 

Alterações nos níveis intracelulares de íons e na homeostase das células gliais podem difundir 

da área da lesão devido à extensiva sinalização intracelular que ocorre entre as células gliais 

(Mills et al., 2004). 

Os eventos inflamatórios e citotóxicos associados resultam em degeneração secundária 

(Anderson e Hall, 1993). A degeneração secundária é caracterizada pela inflamação, gliose 

reativa, morte celular e desmielinização, determinando o grau de tecido lesado e prejudicando o 

prognóstico neurofuncional do indivíduo (Blight, 1992; Dusart e Schwab, 1994; Schwab e 

Bartholdi, 1996; Crowe et al., 1997; Lee et al., 2000). Os eventos secundários também 
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aumentam os níveis locais de diversos fatores neurotróficos que estimulam a proliferação de 

progenitores endógenos (Tokita et al., 2001; Kojima e Tator, 2002), auxiliando no restauro das 

funções motoras de membros posteriores (Zai e Wrathall, 2005).  

O reparo da lesão envolve as interações das células com os produtos secretados no 

intuito de minimizar danos e restaurar a arquitetura tecidual. O estudo de abordagens que 

possam influenciar a resposta à lesão, assim como as análises dos mecanismos celulares e 

moleculares é de particular importância. 

 

1.2 Neuroplasticidade 

 

Neuroplasticidade é a capacidade do sistema nervoso de alterar sua estrutura e 

funcionamento em resposta a experiências, drogas, hormônios ou lesões (Kolb e Wishaw, 1998; 

Chen et al., 2002). Experiências podem alterar a extensão dos dendritos e os processos gliais, 

vasculares e metabólicos em diferentes sistemas (Kolb e Wishaw, 1998; McHugh e McHugh, 

2000). Assim, a plasticidade não compreende apenas respostas estruturais, mas diferentes 

estímulos influenciam também a bioquímica celular. 

A melhora funcional observada após lesão medular pode estar relacionada com uma 

adaptação dos animais à condição física, provavelmente ocasionada pela capacidade do SNC 

em fazer com que estruturas preservadas desenvolvam funções antes atribuídas a outras células, 

ou ainda, ao brotamento colateral (Aguayo et al., 1991). Alterações dos sistemas intraespinais 

evidenciam a remodelagem de circuitos, justificando o aumento de respostas funcionais como a 

espasticidade e o clônus muscular que por ventura possam ocorrer. Axônios preservados e/ou 

regenerados a partir de núcleos do tronco encefálico e mesmo do córtex cerebral, assim como 

axônios proprioespinais locais constituem um importante fator no grau de recuperação 

funcional dos animais com lesão medular (Beattie et al., 1997). 



 

 

5 

Uma região relacionada com fenômenos plásticos na medula espinal, conhecida como 

geradora de padrão central (CPG), é responsável por padrões de movimentos rítmicos sem a 

influência de vias supraespinais ou de estímulos sensitivos (de Leon et al., 2001; Raineteau e 

Schwab, 2001). Esta região está localizada nos níveis lombar e sacral da medula espinal e é 

formada por neurônios espinais interconectados (de Leon et al., 2001; Dietz, 2003). 

Segundo Grillner et al. (1995), alguns neurotransmissores podem modificar as 

propriedades funcionais da CPG. Os efeitos modulatórios promovidos pelas informações supra-

espinal e sensitiva aferente, bem como aqueles influenciados pela liberação local de 

neurotransmissores, indicam que a CPG não produz padrões estereotipados de movimentos, 

mas sim padrões flexíveis, gerados a partir de mecanismos plásticos e relacionados às 

informações que a ela chegam (Mackay-Lyons, 2002). 

Dentre os eventos plásticos após lesão da medula espinal ocorre divisão celular 

endógena. A população de novas células em divisão reconhece oligodendrócitos em regiões de 

desmielinização, parecendo remielinizar axônios. Ainda, astrócitos gerados são provavelmente 

importantes para o restabelecimento da estabilidade parenquimal e da barreira hemato-medular 

após lesão (Smith et al., 1990; Sofroniew, 2000; Faulkner et al., 2004). É importante ressaltar 

que a recuperação de lesões do SNC requer a ativação astrocitária (Smith et al., 1990; 

Sofroniew, 2000; Faulkner et al., 2004). 

A compreensão dos mecanismos plásticos que ocorrem após lesões do SNC é de 

fundamental importância para influenciar as respostas bioquímicas e morfológicas, tanto no que 

diz respeito à regeneração axonal como à formação de conexões sinápticas. 

 

1.3 Células de Schwann 

 

A CS é o principal componente do SNP, onde mieliniza axônios. Ela é responsável pela 
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produção de vários tipos de substâncias como os fatores neurotróficos, as citocinas 

inflamatórias, as moléculas de adesão e os componentes da matriz extracelular. Dentre os 

fatores neurotróficos produzidos pelas CS estão o fator de crescimento do nervo (NGF) 

(Bandtlow et al., 1987), o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), e o fator neurotrófico 

derivado da glia (GDNF) (Widenfalk et al., 2001). 

O suprimento aumentado de fatores neurotróficos fornecidos por estas células serve para 

proteger o axônio de uma maior degeneração retrógrada e, conseqüentemente, o corpo celular 

neuronal, bem como promover o crescimento da fibra (Raivich e Kreutzberg, 1993; Henderson 

et al., 1994). A secreção de diversos fatores promotores de crescimento axonal faz das CS um 

substrato celular amplamente utilizado para estratégias de reparo na medula espinal adulta (Li e 

Raisman, 1994; Chen et al., 1996; Martin et al., 1996; Oudega et al., 1997; Xu et al., 1997). 

Estas substâncias podem influenciar a sobrevivência, a diferenciação e o crescimento de 

neurônios, assim como o crescimento de fibras (Xu et al., 1997; Hoke et al., 2003; Peng et al., 

2003). Deve ser considerado que na fase aguda da lesão, o processo inflamatório influencia as 

respostas neurotróficas promovidas pelas CS (Peng et al., 2003). 

A migração espontânea de CS para a área da lesão foi descrita em humanos e nas lesões 

experimentais da medula espinal (Beattie et al., 1997; Buss et al., 2007). Esta habilidade das CS 

de migrarem para um tecido aparentemente desorganizado e necrótico, adotando uma 

orientação paralela com o eixo longitudinal da medula espinal, influencia o direcionamento do 

brotamento e do crescimento axonal (Brook et al., 1998). 

As CS podem ser implantadas no SNC como componentes de um enxerto de nervo 

periférico, como células purificadas ou inseridas no interior de um canal de polímero 

biocompatível. Um dos fatores importantes do transplante de CS para regiões do SNC lesado é 

que o mesmo diminui a possibilidade de rejeição imunológica (Menei et al., 1998). Uma 

vantagem das células de Schwann são as características técnicas, considerando que seu número 
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pode ser rapidamente aumentado in vitro em curto período de tempo (Morrissey et al., 1991). 

A habilidade de células de promoverem o reparo do SNC depende das moléculas que 

elas expressam. As injeções de células na medula espinal contusa resultam em efeitos 

regenerativos que podem ser a base da recuperação sensório-motora encontrada após 

tratamentos (Oudega et al., 2005). Quando CS de ratos adultos foram injetadas na medula 

espinal contusa destes, as mesmas limitaram a perda tecidual induzida pela lesão (Imaizumi et 

al., 2000; Azanchi et al., 2004), bem como promoveram a mielinização e a regeneração e/ou 

preservação de axônios espinais e supraespinais, proporcionando uma melhor função motora de 

membros posteriores (Takami et al., 2002), além de diminuir a cicatriz glial (Martin et al., 

1996). 

O transplante de CS parece ser uma alternativa viável na tentativa de contornar os 

fatores restritivos relacionados ao ambiente regenerativo e ao crescimento de fibras nervosas 

(Xu et al., 1997). O implante de CS obtidas a partir de nervos e expandidas in vitro é proposto 

como uma futura terapia no reparo de lesões do SNC e SNP em humanos (Casella et al., 1996). 

 

1.4 O papel das citocinas inflamatórias na neurodegeneração e neuroplasticidade 

 

A inflamação pós-lesão é crucial para defesa e reparo do tecido acometido. Entre as 

substâncias produzidas e liberadas durante o processo inflamatório estão as citocinas 

inflamatórias. Seus efeitos são mediados pela modulação da ativação de células imunes, pela 

produção e proliferação de outras moléculas após lesões (Di Santo et al., 1997). 

As citocinas inflamatórias são um grupo de proteínas de baixo peso molecular, com 

funções na iniciação, na propagação e na supressão da resposta inflamatória. Estas substâncias 

são mediadores polipeptídeos e importantes reguladores de uma variedade de processos 

celulares, tais como a sobrevivência, a proliferação, a diferenciação e a migração. Elas agem 
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também como mediadoras e ativadoras da função astrocitária (Acarin et al., 2000). 

Lesões no SNC produzem uma resposta imunológica com liberação de várias citocinas 

inflamatórias com funções na regulação da proliferação, da migração e da ativação de células 

gliais, assim como no recrutamento de células imunológicas para o local da lesão (Giralt et al., 

2002; Schermer e Humpel, 2002). Além de seu papel no recrutamento de células inflamatórias, 

as citocinas podem influenciar o estado de ativação destas células, levando a ativação de 

astrócitos e microglia (Eddleston e Mucke, 1993).  

Deve-se considerar que as citocinas são geralmente produzidas em pequenas 

quantidades, exercendo sua ação localmente (Acarin et al., 2000). As citocinas não são 

armazenadas como moléculas pré-formadas, sendo sua síntese iniciada por novas transcrições 

de genes, como resultado da ativação celular. Uma vez sintetizadas, as citocinas são 

rapidamente secretadas, resultando em uma grande liberação quando necessário (Abbas e 

Litchman, 2005). 

As citocinas são secretadas por células da imunidade inata e adaptativa, mediando 

muitas de suas funções. As ações das citocinas são freqüentemente pleitrópicas e redundantes, 

respectivamente a habilidade de uma citocina agir em diferentes tipos celulares, e a propriedade 

de múltiplas citocinas possuírem os mesmos efeitos funcionais, o que está de acordo com suas 

diversas ações. Estas proteínas têm a habilidade de estimular a produção de outras citocinas, o 

que leva a uma cascata de alterações nas quais uma segunda ou terceira citocina podem mediar 

os efeitos biológicos da primeira. Deste modo, as citocinas podem agir tanto de forma local 

quanto sistêmica, com ações autócrinas, parácrinas ou endócrinas. Os sinais externos regulam a 

expressão de receptores de citocinas e, portanto, o potencial da resposta das células às citocinas 

(Abbas e Litchman, 2005). 

As células inflamatórias são decisivas no processo de reparo e cicatrização (Chan et al., 

2001; Markus et al., 2002). Estudos in vitro relatam a síntese e a liberação de citocinas pelos 
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astrócitos. Já in vivo, a expressão de citocinas em astrócitos parece estar geralmente restrita ao 

período do desenvolvimento ou a situações patológicas (Brook et al., 2001; Lisak et al., 2001). 

As microglias reativas e os macrófagos também expressam quantidades elevadas de citocinas 

inflamatórias ao mesmo tempo em que mostram aumentos dos níveis de fatores neurotróficos 

após lesão (Barouch e Schwartz, 2002). 

As citocinas iniciam alterações que levam a formação de respostas inflamatórias, 

incluindo permeabilidade vascular elevada e infiltração de células com funções fagocíticas. 

Este aumento na permeabilidade vascular está relacionado com o rompimento da barreira 

hemato-medular após lesão medular. Barreira esta ativamente envolvida na modulação dos 

processos de degeneração e regeneração. Isto porque a comunicação entre o sistema imune e o 

sistema nervoso se dá através da barreira hemato-medular. Os astrócitos conectam-se aos 

capilares sanguíneos, através de expansões conhecidas como pés vasculares, participando da 

formação desta barreira, que é importante para a manutenção não somente como um limite 

entre o SNC e os compartimentos sanguíneos, mas também para promover uma separação 

imunológica (Weller et al., 1996). O rompimento pós-traumático da barreira hemato-medular 

também permite o extravasamento de fatores derivados do sangue e elementos celulares, 

responsáveis por promover processos inflamatórios (Lee et al., 2000). 

Segundo Kerschensteiner et al. (2003) a inflamação após lesões do SNC pode ter efeitos 

benéficos, já que os fatores que induzem o crescimento e a diferenciação das células estão 

presentes tanto no sistema imune, através de citocinas inflamatórias, como no sistema nervoso, 

através dos fatores neurotróficos. Além das CS, as células gliais também são fontes de várias 

citocinas inflamatórias, as quais podem causar a amplificação ou a supressão das respostas 

imunes. 

Estudos sugerem que tentar impedir ou limitar a inflamação, via a administração de 

drogas antiinflamatórias pode prevenir a extensiva perda tecidual e restaurar parcialmente a 
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atividade motora após lesão medular (Popovich et al., 1999; Lee et al., 2000; Stirling et al., 

2004; Teng et al., 2004). É possível que em certas condições, o recrutamento e a ativação de 

macrófagos, microglia e astrócitos precisem ser limitados para evitar um dano extensivo. 

Entretanto, diminuir a resposta inflamatória pode limitar os processos regenerativos (Pineau et 

al., 2007). Apesar das evidências de que as células imunes podem contribuir para a perda de 

tecido neuronal após lesões, outros estudos mostram que quando apropriadamente estimuladas 

células como os macrófagos e a microglia podem promover o crescimento e regeneração 

axonal, resultando na recuperação funcional em modelos animais de lesão medular (Prewitt et 

al., 1997; Rabchevsky e Streit, 1997; Rapalino et al., 1998). 

 

1.5 A citocina pró-inflamatória fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e a citocina 

antiinflamatória fator de crescimento transformado beta 1 (TGF-β-1) 

 

O TNF-α é o principal mediador da resposta inflamatória aguda, sendo um dos 

responsáveis pela imunidade inata. Esta citocina é produzida por astrócitos, microglia, 

macrófagos, células imunes e por neurônios (Medana et al., 1997; Pan et al, 1999). 

Esta citocina possui diversos efeitos nas respostas celulares, como na diferenciação, 

proliferação e reatividade celular, apoptose, imunidade e inflamação (Merrill e Zimmerman, 

1991; Tzeng e Wu, 1999; Baud e Karin, 2001). Deste modo, o TNF-α está implicado na 

indução da produção glial de produtos tóxicos (Chao et al., 1995), na expressão de moléculas 

de adesão (Munoz-Fernandez e Fresno, 1998), na permeabilidade celular endotelial (de Vries et 

al., 1996) e na modulação da expressão de moléculas da matriz extracelular (Pineau et al., 

2007). 

Estudos in vivo (Redford et al., 1995; Yan et al., 2001) e in vitro (D’Souza et al., 1995) 

documentam os efeitos citotóxicos do TNF-α nos oligodendrócitos, promovendo a 
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desmielinização. 

O TNF-α é visto como um dos mediadores centrais de lesão tecidual e inflamação, 

participando de inúmeras condições neurológicas, tais como o trauma, a esclerose múltipla, a 

doença de Alzheimer e a isquemia (Pan et al, 1999). 

Em contraste a essas ações tóxicas, o TNF-α possui efeito regenerativo nos axônios 

(Schwartz et al., 1991) e tem um efeito neurotrófico pela indução da síntese do NGF em 

astrócitos (Yoshida e Gage, 1992). Se quantidades inadequadas de TNF-α estão presentes, 

como em animais tratados com anticorpos neutralizadores anti-TNF ou em camundongos TNF-

deficientes, a conseqüência pode ser o fracasso em conter infecções e inflamações (Abbas e 

Litchman, 2005). Em baixas doses, ele pode ter ações neuroprotetivas, prevenindo 

principalmente a morte celular excitotóxica (Cheng et al., 1994). 

Entre as citocinas que medeiam a imunidade adaptativa está o TGF-β, que pertence a 

uma família de moléculas intimamente relacionadas, comumente chamadas de TGF-β1, TGF-

β2 e TGF-β3. As células do sistema imune sintetizam principalmente TGF-β1 (Abbas e 

Litchman, 2005). 

De um modo geral, a microglia ativada é a principal produtora de TGF-β1 após lesões 

do sistema nervoso (Pasinetti et al., 1993; Lehrmann et al., 1998). Entretanto os neurônios, os 

astrócitos e as células endoteliais também podem produzi-lo (O’Brien et al., 1994; Logan et al., 

1994; Ata et al., 1999). 

O TGF-β regula muitos processos, entre eles o desenvolvimento, a angiogênese, a 

homeostase tecidual e a inflamação (Lagord et al., 2002). Além disso, o TGF-β está implicado 

na sobrevivência neuronal, na proteção de eventos excitotóxicos e na morte celular isquêmica 

(Prehn et al., 1993; McNeill et al., 1994) por disparar mecanismos anti-oxidantes e promover a 

expressão de genes anti-apoptóticos (Pratt e McPherson, 1997). O TGF-β tem habilidade tanto 

para sustentar quanto para suprir diversas atividades das células inflamatórias. Ele é 
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quimiotático para as células gliais (Hurwitz et al., 1995), eleva a expressão de citocinas 

antiinflamatórias e diminui a ativação microglial (Suzumura et al., 1993; Xiao et al., 1997), 

controlando a extensão dos processos inflamatórios e as reações gliais (Acarin et al., 2000).  

O TGF-β atua nos neutrófilos e nas células endoteliais, em grande parte para contrapor-

se aos efeitos das citocinas pró-inflamatórias. Por meio dessas ações, o TGF-β inibe as 

respostas imunes e inflamatórias, além de ativar a síntese de moléculas da matriz extracelular. 

Estas ações podem promover a cicatrização depois que reações imunes e/ou inflamatórias locais 

tenham sido controladas (Abbas e Litchman, 2005). 

Postula-se que o TGF–β1 estimule a produção de vários fatores neurotróficos nos 

astrócitos, além de ser um forte inibidor da proliferação astrocitária, o que pode ser importante 

nos processos de cicatrização (McTigue et al., 2000; Lagord et al., 2002). 

O TGF-β atua também na regulação, na diferenciação e na proliferação de CS (Ridley et 

al., 1989; Watabe et al., 1994; Sulaiman e Gordon, 2002). Logo, a manipulação dos níveis do 

TGF-β pode ter efeitos secundários na regeneração axonal através destas células (King et al., 

2004). Apesar de não estar presente em altos níveis no SNC adulto normal (Unsicker et al., 

1991), há um aumento na expressão do TGF-β após lesão (McTigue et al., 2000; Lagord et al., 

2002). 

O estudo de Tyor et al. (2002) afirma que apesar de tanto o TNF-α quanto TGF-ß 

estarem presentes nas primeiras horas após o trauma, há uma expressão relativamente tardia do 

TGF-ß em relação ao TNF-α. Por isso, foi proposto que o tratamento precoce com TGF-ß 

poderia conter os efeitos pró-inflamatórios do TNF-α e amenizar a lesão secundária.  
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1.6 Comunicação neuroquímica na medula espinal 

 

1.6.1 Os neuropeptídeos 

Os neuropeptídeos estão amplamente distribuídos no SNC e SNP e possuem ação 

neurotransmissora, influenciando os processos plásticos do SNC. Estudos sugerem que os 

neuropeptídeos podem participar do direcionamento e crescimento axonal (De Felipe et al., 

1995; White e Mansfield, 1996; White, 1998). O fato de o neuropeptídeo tirosina Y (NPY) ser 

expresso no SNC é sugestivo de um papel funcional relacionado ao crescimento, 

direcionamento e trofismo (Ubink et al., 2003). 

O NPY é um peptídeo com 36 aminoácidos que pertence à família de polipeptídeos 

pancreáticos e ativa seis receptores, denominados Y1 à Y6 (Zukowska-Grojec et al., 1998). Os 

receptores Y1 e Y2 foram identificados na medula espinal (Zhang et al., 1994). Estudos 

mostraram que o NPY é sintetizado por neurônios na medula espinal, assim como por 

neurônios simpáticos e parassimpáticos (Lacroix et al., 1990; Lundberg et al., 1990; Schalling 

et al., 1991). Os interneurônios intrínsecos e os interneurônios de projeções bulboespinais 

descendentes são a origem do NPY na medula espinal (Hökfelt et al., 1981; Sasek e Elde, 1985; 

Wakisaka et al., 1991). 

Este peptídeo angiogênico está envolvido em diversas funções, como na regulação da 

pressão sanguínea, na analgesia e no controle do sistema nervoso neurovegetativo (de Quidt e 

Emson, 1986), além de controlar a liberação de glutamato e sua excitotoxicidade (Zukovska-

Grojec et al., 1998). 

A imunorreatividade do NPY foi detectada na medula espinal do rato e do gato na 

ausência de qualquer estimulação periférica (Mark et al., 1997). As concentrações de NPY no 

corno posterior são maiores que no corno anterior, sugerindo um papel no processamento 

sensorial aferente (Roddy et al., 1990). Devido o fato de o NPY e do ácido gama-aminobutírico 
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(GABA) estarem presentes em neurônios do corno posterior, é possível que suas ações estejam 

intimamente relacionadas. Considerando o GABA como o principal neurotransmissor 

inibitório, eles poderiam então agir em conjunto para produzir inibição pré-sináptica de 

aferentes primários nociceptivos (Rowan et al., 1993). Rowan et al (1993) relataram que todos 

os neurônios que são imunorreativos ao NPY também são imunorreativos ao GABA. 

Há evidências que o NPY não seja degradado rapidamente dentro do SNC e por esta 

razão exista uma melhor distribuição do que liberação em diversas áreas (Fuxe et al., 1990; Liu 

et al., 1994). 

Outro neuropeptídeo, a substância P é um membro da família das taquicininas. Os 

receptores da substância P, conhecidos como neurocininas influenciam diversos processos 

fisiológicos como a digestão, a imunidade, a função endócrina, a sensação dolorosa e a 

transmissão de sinal no SNC (Otsuka e Yoshioka, 1993). A substância P funciona como um 

neurotransmissor entre as fibras aferentes primárias e os neurônios na medula espinal, 

mediando informações sensoriais dos níveis espinais para centros supra-segmentares (Nicoll et 

al., 1980). 

A substância P exerce influência sobre processos plásticos da medula espinal (Kozlov et 

al., 2001). Este peptídeo está envolvido na regulação da função de motoneurônios do corno 

anterior, podendo exercer influências tróficas sobre estas células (Brown et al., 1995). 

No sistema nervoso, as células gliais sintetizam e expressam neuropeptídeos (Ubink et 

al., 2003). A substância P pode ser uma reguladora das funções gliais e desempenhar um papel 

nos mecanismos de defesa no SNC, modulando a neuroimunoregulação. Por regular as funções 

da microglia, este peptídeo desempenha um importante papel na patologia de doenças imuno-

mediadas (Lai et al., 2000).  

A presença de receptores peptidérgicos na glia durante a vida pré-natal sugere que as 

interações entre as células gliais e entre as células gliais e os neurônios são importantes durante 
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o desenvolvimento, assim como no adulto sob condições normais e patológicas (Ubink et al., 

2003). Deve ser considerado que fatores neurotróficos podem ser reguladores endógenos da 

expressão peptidérgica glial (Shinoda et al., 1989; McMillian e Hong, 1994). 

Se os astrócitos ao redor da área de liberação de peptídeos expressam os receptores 

correspondentes, eles podem receber informação química dos neurônios que liberaram os 

peptídeos. A importância de receptores peptidérgicos nos astrócitos está relacionada aos seus 

efeitos finais nos neurônios vizinhos, sendo que os peptídeos possuem a habilidade de regular a 

proliferação de astrócitos em cultura, havendo muitos mecanismos possíveis que consideram os 

efeitos dos peptídeos na proliferação (Deschepper, 1998). A astrocitose reativa que ocorre após 

lesão medular é acompanhada de um aumento na expressão de várias moléculas, incluindo os 

receptores peptidérgicos (Eddleston e Mucke, 1993). A presença de receptores peptidérgicos 

nos astrócitos sugere que os peptídeos têm a habilidade de regular a interação entre os astrócitos 

e os neurônios. Os peptídeos regulam a utilização de glucose pelos astrócitos. Os astrócitos 

estão envolvidos na recaptação de neurotransmissores e na liberação e tamponamento do 

potássio extracelular (Deschepper, 1998). Todas estas funções podem ser reguladas por 

peptídeos (Kimelberg et al., 1997).  

Segundo White (1998), o NPY expresso por precursores de CS tem um papel importante 

na estimulação ou modulação da liberação de neurotrofina-3 do tecido associado com neurônios 

sensoriais e motoneurônios. Indireta porque o NPY estimula a liberação de neurotrofina-3 na 

medula espinal em cultura, que por sua vez estimula o crescimento neurítico de neurônios do 

gânglio da raiz dorsal.  

 

1.6.2 O neurotransmissor glutamato 

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório do sistema nervoso. Seus 

receptores são de dois tipos: ionotrópicos e metabotrópicos. Os receptores glutamatérgicos 
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ionotrópicos estão ligados a um canal iônico e são divididos em três classes, nomeadas por seus 

seletivos agonistas farmacológicos: cainato, NMDA (N-metil-D-aspartato) e AMPA (α-amino-

3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol proprionato). Os receptores glutamatérgicos metabotrópicos estão 

ligados a mecanismos intracelulares de transdução de sinal, exercidos através da proteína G 

(Kaczmarek et al., 1997; Michaelis, 1998; Ozawa et al., 1998). 

Os receptores ativados pelo glutamato constituem a classe mais abundante de receptores 

de neurotransmissores no SNC de vertebrados, sendo essenciais para a neurotransmissão 

excitatória rápida e sua ativação foi proposta como a base molecular da plasticidade sináptica 

(Henley et al., 1993). Estudos mostram que a produção de receptores glutamatérgicos pode 

estar sob regulação induzida pela plasticidade sináptica (Ozaki et al., 1997; Buonanno e Fields, 

1999). Isto pode ser benéfico no ambiente comprometido da medula espinal lesada (Grossman 

et al., 2001). 

Os eventos excitotóxicos causados pela excessiva liberação de glutamato ou pela quebra 

do metabolismo glutamatérgico estão implicados na morte neuronal associada com o trauma da 

medula espinal (Scarisbrick et al., 1999). A lesão medular causa uma elevação no glutamato 

extracelular (Panter et al., 1990), que ativa receptores ionotrópicos e metabotrópicos (Grossman 

et al., 2001), resultando em um aumento nas concentrações de cálcio em neurônios e astrócitos 

(Gwak et al., 2005). Uma retroalimentação positiva contínua entre astrócitos e neurônios ocorre 

após lesão medular, resultando em hiperexcitabilidade neuronal elevada via receptores 

glutamatérgicos metabotrópicos nos astrócitos, a qual é seguida por alterações neuronais (Gwak 

et al., 2005). 

O glutamato é um importante combustível metabólico (Hertz e Hertz, 2003). Segundo 

Hertz e Zielke (2004) todas as funções do glutamato são reguladas pelos astrócitos. Isto se 

aplica não somente aos papéis benéficos do glutamato, mas também a seu papel na 

excitotoxicidade e morte neuronal. Os neurônios dependem da produção do transmissor 
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glutamato pelos seus astrócitos vizinhos. Classicamente, os astrócitos são conhecidos por 

influenciarem o meio do SNC em termos da homeostase do glutamato e mediar respostas 

inflamatórias no SNC (Giulian, 1987; Walz, 1989). 

A recaptação neuronal do transmissor glutamato previamente liberado é deficiente, 

levando a recaptação por astrócitos, garantindo concentrações glutamatérgicas sinápticas 

submoleculares sob condições latentes (Danbolt, 2001). Esta recaptação é uma importante 

função glial, sendo a principal via para a remoção do glutamato da fenda sináptica (Schipke e 

Kettenmann, 2004). 

 

1.6.3 A proteína associada ao crescimento 43-KDa (GAP-43) e o fator de crescimento 

fibroblástico-2 (FGF-2) 

O crescimento axonal, um evento chave tanto durante o desenvolvimento neuronal 

quanto na regeneração axonal está associado com a elevada expressão de proteínas neuronais 

específicas. Uma destas proteínas é a GAP-43 (Hoffman, 1989). 

A GAP-43 é expressa em altos níveis quando neurônios estão formando novas conexões 

durante o desenvolvimento e durante os fenômenos plásticos estruturais observados no SNC 

adulto (Bulsara et al., 2002). Schwab (1993) relatou a correlação dos altos níveis de GAP-43 e 

o seu potencial plástico em regiões específicas do SNC. A plasticidade atividade-dependente 

está também relacionada à produção de fatores neurotróficos, sugerindo que estas moléculas 

sejam reguladoras do crescimento neurítico (Thoenen, 1995). Esta proteína desempenha um 

papel na transdução do sinal, possivelmente relacionado a motilidade e ao direcionamento do 

cone de crescimento (Skene, 1989; Strittmatter et al., 1992; Benowitz e Routtenberg, 1997). O 

crescimento regenerativo correlaciona com um aumento na quantidade de GAP-43 sustentando 

o transporte axonal nos neurônios em regeneração (Skene e Willard, 1981; Benowitz e 

Routtenberg, 1997). 
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Foi proposto que a ausência de significativa regeneração intrínseca por neurônios do 

SNC está relacionada com uma falência em elevar a expressão da GAP-43 (Skene, 1989). A 

expressão de GAP-43 e a regeneração axonal são estimuladas quando corpos celulares 

neuronais são expostos à inflamação (Lu e Richardson, 1995), a neurotrofinas (Kobayashi et al., 

1997) ou a CS (Berry et al., 1996).  

Outro fator neurotrófico analisado neste experimento, o FGF-2 está amplamente 

distribuído no SNC (Chadi et al., 1994). Há dois principais subtipos de FGF, o fator de 

crescimento fibroblástico ácido (FGF-1 ou aFGF) e o fator de crescimento fibroblástico básico 

(FGF-2 ou bFGF). 

O FGF-2 tem efeitos proliferativos e neurotróficos endereçados a alguns eventos de 

restauro após lesão do sistema nervoso (Blottner e Baumgarten, 1992). In vivo, o FGF-2 está 

presente nos neurônios (Gomez-Pinilla et al., 1992), nos astrócitos normais e reativos (Leme e 

Chadi, 2001) e na microglia (Liu et al., 1998). O FGF-2 estimula a proliferação astrocitária, 

podendo mediar importantes interações entre os neurônios e as células gliais. O FGF-2 

promove a proliferação de células-tronco e progenitores neurais na medula espinal do rato 

adulto (Shihabuddin et al., 1997), como a diferenciação de precursores celulares em 

oligodendrócitos maduros (McKinnon et al., 1990), sendo mitógeno para as CS (Peulve et al., 

1994). 

O FGF-2 glial possui efeitos anti-apoptóticos e propriedades neurotróficas parácrinas 

em neurônios do SNC, como a estimulação da sobrevivência neuronal e do crescimento 

neurítico (Griffin et al., 1995), promovendo a gliogênese e a angiogênese, além de estimular a 

secreção de moléculas da matriz extracelular (Reeves et al., 1999). Isto indica seu envolvimento 

nos eventos pós-lesão (Logan e Berry, 1993; do Carmo Cunha et al., 2007) onde há um 

aumento relativamente rápido de sua produção (Mocchetti et al., 1996). 

O FGF-2 foi visto como neuroprotetivo em modelos de isquemia e lesão traumática 
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cerebral, promovendo a regeneração axonal na medula espinal lesada (Koketsu et al., 1994; 

Fisher et al., 1995; Dietrich et al., 1996; Otto e Unsicker, 1990; Meijs et al., 2004). O 

tratamento com FGF-2 promoveu melhora do comportamento funcional, mas não a preservação 

tecidual na lesão medular contusa severa (Rabchevsky et al., 1999). Já a adição de FGF-2 ao 

enxerto de CS promoveu a sobrevivência neuronal perto da interface do enxerto, mas não 

melhora comportamental (Meijs et al., 2004). 

Na medula espinal, a análise das propriedades tróficas parácrinas de substâncias gliais é 

importante devido às respostas moleculares e celulares locais poderem interferir com os 

processos de recuperação funcional sensório-motora após lesão do SNC (Chadi et al., 2001). 

 

1.6.4 A cicatriz glial e a matriz extracelular 

A falência da regeneração da medula espinal de mamíferos adultos é atribuída à 

abundância de proteoglicanos inibitórios associados com as células gliais (Grimpe e Silver, 

2002). As células gliais são as principais protagonistas nos eventos de reparo e recuperação 

após lesão nervosa. Os astrócitos, a microglia e as CS no SNC lesionado interferem na 

manutenção neuronal e no crescimento de fibras (Li e Raisman, 1995; Prewitt et al., 1997; 

Fawcett e Asher, 1999). 

As respostas gliais variam conforme a distância da área da lesão (Mills et al., 2004). Do 

ponto de vista morfológico, a reação astrocitária que ocorre após lesão medular resulta no 

aumento do citoplasma, assim como do número e tamanho de seus processos citoplasmáticos 

(Steward et al., 1993). Estas alterações são acompanhadas de aumento da síntese da proteína 

ácida fibrilar glial (GFAP), o filamento intermediário do citoesqueleto do astrócito (Hawrylak 

et al., 1998). 

As células gliais, em particular os astrócitos, expressam receptores de 

neurotransmissores, tais como receptores de glutamato e de GABA. Todos os receptores 
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expressos por neurônios foram descobertos na glia. Foi estabelecido que os astrócitos não só 

promovem o suporte metabólico e estrutural para os neurônios, mas também interferem com a 

atividade neuronal e estão envolvidos na transmissão do sinal (Schipke e Kettenmann, 2004). 

Evidências indicam que a exatidão com a qual axônios em desenvolvimento são 

direcionados a alvos específicos é devida a uma combinação de moléculas, as quais podem agir 

em diferentes tempos e lugares como atrativas ou repulsivas para realizar um padrão de 

crescimento ordenado (Hopker et al., 1999). Os processos astrocitários são responsáveis por 

guiar o cone de crescimento (Raisman, 2004). 

Após lesão, axônios adultos ramificam na área de injúria (Li e Raisman, 1995), mas 

estas ramificações permanecem restritas à área da lesão e não podem alcançar seus alvos para 

restaurar conexões funcionais (Raisman, 2004). O fato de a mielina central ser inibitória ao 

crescimento não explica porque os axônios também falham na regeneração através da 

substância cinza, onde não há mielina (Aldskogius, 2005). Os oligodendrócitos e a mielina em 

degeneração são prontamente isolados e removidos pela microglia fagocítica, não podendo 

formar uma barreira à regeneração (Raisman, 2004). Parece provável que esta prevenção de 

crescimento esteja associada não com os oligodendrócitos ou com a mielina central, mas aos 

astrócitos reativos (Bradbury et al., 2002; Grimpe e Silver, 2002; Silver e Miller, 2004). A 

inibição do avanço dos axônios por astrócitos reativos poderia então explicar porque a 

regeneração falha em ambas as substâncias da medula espinal, branca e cinza (Raisman, 2004). 

Os astrócitos exibem uma relação estrutural com os neurônios em todas as regiões do 

SNC, constituindo um limite entre o SNC e o SNP nas raízes motoras e sensoriais da medula 

espinal (Aldskogius e Kozlova, 1998). 

A cicatriz glial age como uma barreira tanto física quanto química para a regeneração 

axonal. Três diferentes famílias de macromoléculas estão implicadas nesta função. Elas são as 

moléculas inibitórias ao crescimento associadas à mielina (Filbin, 2003), a família das 
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semaforinas (Moreau-Fauvarque et al., 2003) e diversos proteoglicanos (Morgenstern et al., 

2002). Um importante componente do meio celular é a matriz extracelular que contém 

moléculas axonais inibitórias e favoráveis ao crescimento (Grimpe e Silver, 2002). 

A glicoproteína NG2 é um tipo de proteoglicano sulfato de condroitina (PGSC), 

expressa no SNC adulto e em desenvolvimento pelas células gliais (Karram et al., 2005). 

Resultados mostram que células NG2-positivas podem ser consideradas células precursoras 

gliais que geram macrófagos, oligodendrócitos, astrócitos (Levine, 1994; Levison et al., 1999; 

Dawson et al., 2000; Jones et al., 2003; Zai e Wrathall, 2005) ou neurônios (Karram et al., 

2005) no SNC adulto e em desenvolvimento. 

Após lesão medular contusa há proliferação de células NG2 de 1-8 semanas (McTigue 

et al., 2001). Estas células são recrutadas após lesões traumáticas, com acúmulo na área da 

lesão, provavelmente devido à combinação da proliferação e migração (Levine, 1994). 

O PGSC NG2 na cicatriz glial é responsável por impedir o crescimento, contrastando 

com as observações que axônios podem crescer no interior de fibroblastos NG2-positivos 

transplantados (Jones et al., 2003). Grimpe e Silver (2002) afirmam que as moléculas de 

proteoglicanos estão envolvidas com neurônios em regeneração no SNC.  

A atividade dos proteoglicanos depende não somente do tipo de neurônio com que eles 

interagem, mas também da interação com outras células e substâncias ao redor, como as 

moléculas de adesão celular ou da matriz extracelular (Bovoleta e Fernaud-Espinosa, 2000). A 

regeneração axonal requer uma redução de substratos inibitórios, assim como um aumento de 

substratos permissivos e direcionadores de crescimento e/ou de fatores neurotróficos no tecido 

lesado para promover um meio ótimo para a regeneração (Jones et al., 2003). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Analisar o efeito recuperação motora e tecidual da injeção de CS cultivadas na medula 

espinal do rato submetida ao trauma contuso. E ainda, avaliar se o pré-tratamento de CS com as 

citocinas inflamatórias TGF-β1 e TNF-α pode interferir nas respostas. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 
1. Analisar a evolução dos parâmetros motores de ratos com lesão contusa de 

intensidade moderada da medula espinal ao nível do 11º segmento torácico e 

tratados com inoculação local de CS, na presença ou não das citocinas inflamatórias 

TGF-ß1 e TNF-α. 

2. Analisar e quantificar através do método estereológico o número estimado de 

neurônios remanescentes e o volume de tecido preservado. 

3. Analisar e quantificar as alterações da imunorreatividade da GAP-43, do glutamato, 

do NPY, da substância P, da GFAP, do FGF-2 e do PGSC NG2 no epicentro da 

lesão e no tecido medular preservado nas adjacências da lesão. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Cultura de células de Schwann 

 

Nervos ciáticos foram obtidos de ratos Wistar adultos jovens e machos (250 gramas), 

em seguida, colocados em uma placa de petri de 60mm com meio Leiborvitz-15 (L-15; Gibco, 

EUA), sob a técnica cirúrgica asséptica segundo método descrito por Morrissey et al. (1991). 

Todo o excesso de tecido aderido aos nervos (músculos, gorduras, vasos sanguíneos e 

perineuro) foi removido sob magnificação por uma lupa estereoscópica microcirúrgica (DF 

Vasconcelos, Brasil). Os nervos foram cortados em pedaços com cerca de 1mm para a obtenção 

dos explantes, colocados em uma placa de petri de 60mm com solução D-10, composta por 

DMEN (Gibco, EUA), 0,1% de gentamicina (Life Technologies, EUA) e 10% de soro fetal 

bovino (Hyclone, EUA). O excesso do meio foi adequado de modo que os explantes não 

ficassem flutuando, mas se mantivessem completamente cobertos. Em seguida, incubados em 

estufa de gás carbônico (CO2, 6%) à 37ºC. Este procedimento leva à saída progressiva dos 

fibroblastos que vão migrando dos explantes primários e se fixando à placa de cultura, etapa 

esta denominada E1. 

A solução D-10 destas placas foi trocada duas vezes por semana, sendo os explantes 

transferidos para uma nova placa, aproximadamente uma vez por semana, por 4 semanas, 

dando início cada semana a uma nova etapa. Esta transferência foi realizada sempre que 

observada grande quantidade de fibroblastos migrando a partir dos explantes. A dissociação 

enzimática foi realizada no momento em que a maioria das células que migraram dos explantes 

eram CS. Este processo consiste em deixar os explantes pernoitarem em uma solução com 

dispase (1,25U/ml, Boehrenger Mannheim, Alemanha) e colagenase (0,05% Worthington, 

Freehold, EUA), enzimas digestoras que agem sobre os explantes, dissociando-os 



 

 

24 

completamente.  

Após esta etapa, as células foram retiradas juntamente com o meio da placa, 

centrifugadas e plaqueadas em placas de 100mm com solução D10/Mitógeno, composto por D-

10, forskolina (2µM/ml; Sigma, EUA) e extrato pituitário bovino (20µg/ml; Biomedical 

Technologies, EUA). No dia seguinte, as células mortas e os restos de mielina eram eliminados 

com a troca do meio, etapa esta chamada de P0. Nesta etapa o meio de cultura foi trocado duas 

vezes por semana. Após a primeira semana de cultivo, as células foram tratadas com o 

anticorpo THY-1 (gentilmente fornecido pelo Dr. Martin Oudega do Projeto Miami para a Cura 

da Paralisia, Universidade de Miami, EUA) e com complemento sérico de coelho (ICN 

Pharmaceuticals, EUA) para a eliminação dos fibroblastos restantes (figura 1). Após o 

tratamento, as células foram amplificadas, sendo que cada placa teve metade de seu conteúdo 

colocado em uma outra placa para a divisão celular. Cada semana consiste em uma etapa, sendo 

P1 a primeira, e, P3 a última. Ao término da terceira semana de amplificação, a nova geração de 

células (P3) confluída em toda a extensão da placa foi submetida ao regime de tratamento. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Microfotografia por contraste de fase em microscópio invertido ilustrando células de Schwann 
cultivadas a partir do nervo ciático do rato, após tratamento para eliminar os fibroblastos. Barra = 30µm. 
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3.2 Tratamento das células de Schwann com citocinas inflamatórias TGF-β1 ou TNF-α 

 

As CS, cultivadas como descrito acima, foram ressuspendidas em tripsina/EDTA, 

adicionadas no meio D-10 e centrifugadas a 1500rpm por 10 minutos a 4°C. Após o 

sobrenadante ter sido removido, as células foram ressuspendidas em 2ml de D-10. Em seguida, 

a amostra foi centrifugada novamente e o processo repetido por 3 vezes. Após a centrifugação 

as células foram contadas com o auxílio de um hemocitômetro. O volume foi dividido em tubos 

de 1,5ml com o número exato de células para os diferentes tratamentos e centrifugadas a 

1500rpm por 10 minutos à 4ºC. Após o sobrenadante ter sido removido, as células foram 

ressuspendidas em 9µl de D-10/Mitógeno e pré-tratadas ou não com as citocinas TGF-β1 

(5ng/ml) (Juric & Carman-Krzan, 2000; Yu & Fahnestock, 2002) ou TNF-α (30ng/ml) (Hattori 

et al., 1996; Appel et al., 1997), constituindo um volume final de aproximadamente 11µl (figura 

2). As células reconstituídas foram transferidas para tubos de 200µl na proporção de 100.000 a 

150.000 CS/µl (Martin et al., 1993, 1996), incubadas na estufa de CO2 por 30 minutos e então 

usadas imediatamente nos animais após lesão medular. 

 

3.3 Desenho experimental 

 

Ratos Wistar machos de aproximadamente 250 gramas foram utilizados sob aprovação 

da Comissão de Ética em Experimentação Animal (CEEA) de acordo com princípios éticos 

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). Os animais foram 

obtidos do biotério da Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade de São Paulo. Os 

animais foram aleatoriamente divididos em grupos, como explicado adiante, e receberam lesão 

contusa da medula espinal de intensidade moderada. Outro grupo de animais recebeu cirurgia 
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simulada (controle).  

 

EXPLANTE DO NERVO CIÁTICO  

 

 
 

Figura 2. Esquema ilustrando os tratamentos recebidos pelas células de Schwann cultivadas, que foram 
pré-tratadas ou não com as citocinas inflamatórias TGF-ß1, na concentração de 5ng/ml ou TNF-α, na 
concentração de 30ng/ml. 

 
 

Após a cirurgia, os animais foram mantidos e acompanhados por 60 dias em meio com 

condições favoráveis e constantes de temperatura (22ºC), umidade (55%), luminosidade 

(12h/dia) e filtragem bacteriológica do ar.  

Os ratos receberam antibioticoterapia preventiva (ceftriaxona sódica, 40mg/kg/dia, por 

via intramuscular) durante 10 dias do período pós-cirúrgico (Madsen et al., 1998). O 

esvaziamento vesical através da manobra de Credé adaptada (Beattie et al., 1997) foi realizado 

duas vezes ao dia até o funcionamento da bexiga urinária se restabelecer. Os animais foram 

submetidos ao teste do comportamento sensório-motor do BBB (Basso et al., 1995). 

 

Células de Schwann 

 

Pré-tratadas ou não com as citocinas inflamatórias 

 

 

TGF-ß1 
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3.4 Lesão medular 

 

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sódico por via intraperitoneal (35 a 40 

mg/kg) e submetidos a laminectomia da 11ª vértebra torácica, expondo a medula espinal. A 

lesão contusa foi promovida utilizando-se um equipamento desenvolvido na Universidade de 

Nova Iorque, denominado NYU Impactor (figura 3A,B). Este equipamento foi desenvolvido a 

partir de um estudo multicêntrico denominado MASCIS (“Multicenter Animal Spinal Cord 

Injury Study”) e é capaz de reproduzir lesões contusas bem definidas e com intensidades 

graduáveis na medula espinal de ratos (Young, 2002). Os animais foram fixados pelas 

vértebras, imediatamente superior e inferior àquela submetida a laminectomia, utilizando-se 

grampos vertebrais específicos. Um peso de 10 gramas caiu de uma distância de 25mm, o que 

define a lesão de intensidade moderada. Potenciômetros ópticos (figura 3C), acoplados ao 

sistema registraram dados como a velocidade do impacto (ImpV, m/s), a distância da medula ao 

peso (mm), a compressão (mm) e a taxa de compressão (Cr, m/s) da medula, através de um 

software específico. 

 

3.4.1 Inoculação das células de Schwann na presença ou não das citocinas inflamatórias  

TGF-β1 ou TNF-α na medula espinal 

As CS pré-tratadas ou não com as citocinas inflamatórias TGF-β1 e TNF-α foram 

inoculadas no epicentro da lesão (aproximadamente 1 milhão de células/animal) logo após o 

trauma da medula espinal submetida pelo NYU Impactor. O epicentro é a região que apresenta 

menor quantidade de tecido preservado. Os animais foram posicionados em uma base 

estereoatáxica e as injeções medulares foram realizadas com agulhas de vidro de 200µm obtidas 

pelo puxador de pipetas (David Kopf Instruments, EUA). As agulhas foram acopladas a 
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seringas Hamilton de 50µl para a promoção da injeção manual que durou aproximadamente 30 

segundos (figura 4A,B). Ao término dos procedimentos, os animais tiveram seu dorso suturado 

e foram mantidos sob condições favoráveis e constantes como descrito acima. Grupos de 

animais submetidos à lesão contusa foram criados: 

• Grupo lesão: animais receberam tratamento com inoculação de meio de cultura D-

10/Mitógeno (n=10); 

• Grupo células de Schwann: animais receberam inoculação de células de Schwann 

(n=10); 

• Grupo células de Schwann + TGF-β1: animais receberam inoculação de células de 

Schwann acrescidas de TGF-β1 (n=10); 

• Grupo células de Schwann + TNF-α: animais receberam inoculação de células de 

Schwann acrescidas de TNF-α (n=10); 

• Grupo TGF-β1: animais receberam inoculação de TGF-β1 (n=10); 

• Grupo TNF-α: animais receberam inoculação de TNF-α (n=10). 

Ainda, no grupo controle foi realizado a laminectomia e inoculação do meio de cultura 

D-10/Mitógeno, sem que os animais sofressem a lesão medular (n=10). A figura 5 ilustra os 

grupos de animais deste desenho experimental. 
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Figura 3. Fotografias ilustrando o posicionamento do rato no Impactor (A), sistema criado pela 
Universidade de Nova Iorque para promover diferentes intensidades de lesões contusas sobre a medula 
espinal exposta (B, seta). Um peso de 10 g (B, cabeça de seta) é liberado a uma distância de 25 mm para 
promover lesões contusas de intensidade moderada. A monitorização da lesão foi realizada através de 
potenciômetros ópticos acoplados ao sistema (C).  

 

 

 

 

 
Figura 4. A fotografia mostra o posicionamento do animal no estereoatáxico (A) sendo submetido à 
inoculação de células na medula espinal (B). 
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Figura 5. Esquema os grupos de animais deste desenho experimental. O grupo controle recebeu 
laminectomia e inoculação do meio de cultura D-10 Mitógeno. Os demais grupos receberam lesão 
contusa de intensidade moderada e os respectivos tratamentos. 

 

 
3.5 Análise do comportamento motor 

 

Após a lesão contusa da medula espinal, os déficits referentes à motricidade foram 

analisados, assim como a evolução temporal destes, segundo o teste BBB. Esta análise foi 

realizada 48 horas, 72 horas e semanalmente depois da cirurgia até o sacrifício dos animais.  

 
3.5.1 Índice BBB 

O índice BBB é uma escala de avaliação motora segundo Basso, Beattie e Bresnahan 

(Basso et al., 1995) que analisa a movimentação voluntária dos membros pélvicos dos animais 

submetidos à lesão medular (tabela 1). A pontuação varia de 0 a 21 e é dividida em 3 blocos:    

0 – 7: corresponde à recuperação inicial dos movimentos articulares dos membros pélvicos;      

8 – 13: avaliação dos passos e da coordenação; 14 – 21: corresponde à análise dos movimentos 

finos realizados durante a locomoção. Dois animais são colocados em uma área que permita sua 

movimentação confortável e livremente. A avaliação em pares encoraja os animais a se 

movimentarem e não saírem da área da avaliação, que tem duração aproximada de 5 minutos. 
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3.6 Eutanásia dos animais 

 

Para a eutanásia, cada grupo experimental foi dividido em duas partes iguais. Na 

primeira metade foi realizada perfusão transcardíaca conforme procedimento descrito a seguir. 

Na segunda metade foi realizada decaptação para posterior análise tecidual, não compreendida 

nesta tese.  

Após 8 semanas do período pós-cirúrgico, os animais foram sacrificados através de uma 

perfusão transcardíaca de solução salina (NaCl 0,9%, Merck, Alemanha), seguida de solução 

fixadora que consiste de 4% de paraformaldeído (Merck, Alemanha) diluído em tampão fosfato 

0,1M; pH 6,9 (de Martino e Zamboni, 1966). As medulas espinais foram rapidamente 

removidas e pós-fixadas na mesma solução fixadora por 90 minutos e lavadas em uma solução 

de 10% de sacarose (Merk) dissolvida em tampão fosfato 48 horas para crioproteção. As 

medulas espinais foram reduzidas em segmentos de 2cm que continham a lesão. Os segmentos 

da medula espinal foram então congelados pela imersão em líquido isopentano (Sigma, EUA) 

resfriado com gelo seco (-45ºC) e armazenadas em freezer –70ºC até sua utilização. 
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Índice BBB 

 

Tabela 1. Escala desenvolvida por Basso, Beattie e Bresnahan (índice BBB) para avaliação locomotora 
de ratos com lesão medular. A escala varia de 0 a 21 pontos, onde em zero a funcionalidade dos 
membros pélvicos do animal é nula, e em 21 os ratos deambulam normalmente. 
 

0 Sem movimento dos membros posteriores 

1 Movimento perceptível de uma ou duas articulações, geralmente quadril e/ou joelho 

2 Movimento amplo de uma articulação ou movimento amplo de uma articulação e perceptível de outra 

3 Movimento amplo de duas articulações 

4 Movimento perceptível de todas as três articulações do membro posterior (quadril, joelho e tornozelo) 

5 Movimento perceptível de duas articulações e movimento amplo da terceira 

6 Movimento amplo de duas articulações e perceptível da terceira 

7 Movimento amplo das três articulações do membro posterior 

8 Arrasta sem suporte de peso ou realiza colocação plantar das patas sem suporte de peso 

9 Colocação do membro posterior com suporte de peso somente quando parado (em posição estática) ou com apoio dorsal e 

suporte de peso ocasionais, freqüentes ou consistentes e sem passos com apoio plantar 

10 Passos com apoio plantar e suporte de peso ocasionais, sem coordenação do membro anterior e do membro posterior (MA 

e MP respectivamente) 

11 Passos com apoio plantar e suporte de peso freqüentes ou consistentes e sem coordenação MA-MP 

12 Passos com apoio plantar e suporte de peso freqüentes ou consistentes e coordenação MA-MP ocasional 

13 Passos com apoio plantar e suporte de peso consistente e coordenação MA-MP freqüente 

14 Passos com apoio plantar e suporte de peso consistentes, coordenação MA-MP consistente e posição predominante da 

pata durante locomoção é em rotação ou passos com apoio plantar freqüentes, coordenação MA-MP consistente e passos 

com apoio dorsal ocasional 

15 Coordenação MA-MP consistente e arrasta os dedos ao longo do passo 

16 Coordenação MA-MP consistente durante a marcha e freqüentemente não arrasta os dedos; a posição predominante da 

pata é paralela no contato inicial do passo e rodada na fase de retirada 

17 Coordenação MA-MP consistente durante a marcha e freqüentemente não arrasta os dedos; a posição predominante da 

pata é paralela no contato inicial do passo e na fase de retirada 

18 Coordenação MA-MP consistente durante a marcha e consistentemente não arrasta os dedos; a posição predominante da 

pata é paralela no contato inicial do passo e rodada na fase de retirada 

19 Coordenação MA-MP consistente durante a marcha e consistentemente não arrasta os dedos; a posição predominante da 

pata é paralela no contato inicial do passo e na fase de retirada e cauda para baixo parte do tempo 

20 Marcha coordenada consistente, consistentemente não arrasta os dedos; a posição predominante da pata é paralela no 

contato inicial do passo e na fase de retirada, mas há instabilidade de tronco e cauda para cima consistentemente 

21 Marcha coordenada consistente, consistentemente não arrasta os dedos; a posição predominante da pata é paralela no 

contato inicial do passo e na fase de retirada, tronco estável e cauda para cima consistentemente 
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3.7 Processamento tecidual 

 

Os segmentos congelados das medulas espinais foram seccionados e cortes seriados 

transversais de 20µm foram obtidos. Os cortes foram efetuados em um criostato Leica, modelo 

CM3000 (Alemanha) com temperatura variando entre -16 e -20ºC. Com um início aleatório, as 

secções da região estudada foram amostradas sistematicamente, incluindo cada 90 secções. 

Séries, em ordem crânio-caudal, foram então obtidas. Todos os cortes foram processados em 

lâminas previamente gelatinizadas, que permaneceram armazenadas à temperatura de -70ºC até 

utilização. 

 

3.7.1 Coloração de Nissl e marcação imunohistoquímica 

Uma das séries de secções da medula espinal recebeu coloração pelo Violeta de Cresilo. 

Isto permitiu a demonstração dos nucléolos e substância de Nissl de neurônios, elementos 

necessários à análise estereológica das células (Chadi et al., 1993a). 

Séries de secções da medula espinal foram submetidas à incubação por 24 ou 48 horas à 

4ºC, usando o método imunohistoquímico descrito com detalhes por Chadi et al. (1994), com 

um dos seguintes marcadores: 

• Anticorpo monoclonal anti-GAP-43 (Sigma) feito em camundongo diluído na 

concentração de 1:2600; 

• Anticorpo policlonal anti-glutamato (Sigma) feito em coelho diluído na 

concentração de 1:1500; 

• Anticorpo policlonal anti-NPY (Sigma) feito em coelho diluído na concentração de 

1:1500; 

• Anticorpo policlonal anti-substância P (Península) feito em porco da índia diluído na 
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concentração de 1:1000; 

• Anticorpo policlonal anti-GFAP (Dako) feito em coelho diluído na concentração de 

1:1200; 

• Anticorpo policlonal anti-FGF-2 (gentilmente cedido pelo Dr. Andrew Baird) feito 

em coelho diluído na concentração de 1:600; 

• Anticorpo policlonal anti-PGSC NG2 (Chemicon) feito em coelho diluído na 

concentração de 1:600. 

O sistema da imunoperoxidase indireta empregando a avidina-biotina (Vectastain, 

Vector, EUA; Hsu et al., 1981) foi usado com a 3-3’-diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB, 

Sigma) como cromógeno. Depois de lavadas em tampão fosfato, as secções foram incubadas 

com imunoglobulinas biotiniladas (Vector, diluído 1:250) por uma hora. Essas imunoglobulinas 

são obtidas de ovelha ou cavalo e produzidas contra anticorpos de animais cujos anticorpos 

primários foram retirados. Os anticorpos foram diluídos em tampão fosfato contendo 0,3% 

Triton X-100. Numa terceira incubação a avidina e uma peroxidase biotinilada foram 

introduzidas (Vectastain, Vector, ambas diluídas 1:125) durante 45 minutos. A reação foi 

completada com 0,03% de DAB como cromógeno e água oxigenada (Sigma) durante 

aproximadamente 6 minutos. Os procedimentos imunohistoquímicos foram uniformizados. 

Assim, foram considerados os pontos de saturação do DAB, a diluição do anticorpo primário 

longe da saturação e um tempo de incubação ajustado de tal modo que os elementos mais 

escuros das secções estivessem inferiores à saturação (Zoli et al., 1990). 

 

3.8 Quantificação estereológica 

 

Esta metodologia foi utilizada na quantificação do número estimado de neurônios 
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remanescentes corados com a coloração de Violeta de Cresilo. As fases do processamento 

tecidual para a análise estereológica foram descritas anteriormente (Chadi et al., 1993a; Janson 

e Moller, 1993).  Esta metodologia é realizada no sistema estereológico (C.A.S.T. - System, 

Olympus, Dinamarca) que permite quantificações das alterações morfológicas com auxílio de 

computador, empregando ferramentas estereológicas. 

Neste experimento, a medula espinal foi seccionada e os cortes seriados amostrados 

sistematicamente, de tal modo que as séries contêm uma secção a cada 90 secções (fração 1,   

F1 = 1/90). Na fração F1, pontos de contagem puderam ser amostrados sistematicamente (F2). 

Na fração F2, partículas puderam ser amostradas em regiões sistematicamente determinadas da 

espessura tecidual (F3), o que pode ser efetuado com o auxílio de microscópio modificado 

(fracionamento óptico) empregando o dissector óptico. Se o fracionamento foi feito aleatório e 

sistemático, o número total de partículas (N) pôde ser estimado: N= Q- . F1 . F2 . F3, sendo Q- o 

número de partículas encontrado nas amostras. 

O dissector óptico é uma ferramenta estereológica que permite realizar uma estimativa 

do número de partículas com uma probabilidade uniforme na terceira dimensão 

independentemente de suas características morfológicas. O dissector físico foi aplicado em duas 

secções planas e paralelas separadas por uma distância (h) que, com uma moldura de contagem 

de área definida, era colocado sistematicamente nos pontos amostrados das secções 

(Gundersen, 1986; Bendtsen e Nyengaard, 1989). Com o auxílio do microscópio modificado, o 

dissector óptico conta partículas, definindo uma fina secção óptica dentro de uma secção 

espessa, através do movimento do plano de foco para cima e para baixo (Gundersen et al., 

1988). Um “microcator” acoplado ao microscópio fornece medidas dos movimentos do carro 

do microscópio no eixo “Z”, como os dados da espessura da secção, posição do dissector no 

espaço, e a altura do dissector. Com o auxílio de um sistema de projeção, a imagem da secção e 

a moldura de contagem podem ser projetadas num monitor o que permite a contagem das 
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partículas. A metodologia para a amostragem sistemática do dissector no interior da secção e da 

amostragem das partículas está descrita na literatura (West e Gundersen, 1990; West et al., 

1991; Chadi et al., 1993c). A figura 6A ilustra a região em que foi realizada a quantificação do 

número de neurônios remanescentes. 

A figura 6B ilustra a moldura de pontos para quantificação utilizada para a obtenção do 

volume de tecido preservado, utilizando também o método estereológico. 

 

3.9 Análise morfométrica 

 

Segundo Chadi et al. (1994) a medida morfométrica (área) indica a quantidade de perfis 

imunopositivos. Os procedimentos de análise de imagem foram realizados em um analisador de 

imagem KS400 (Alemanha) descritos em detalhes na literatura (Zoli et al., 1990; Chadi et al., 

1993a, Chadi et al., 1993b). Uma câmera acoplada a um microscópio Zeiss (objetiva de 40x ou 

63x) captura a imagem. A imagem das secções foi obtida através da câmara e projetada em um 

monitor. Campos de área definida foram amostrados em regiões específicas da substância 

branca e cinza da medula espinal, bilateralmente. Após a correção do sombreamento foram 

realizados os procedimentos de discriminação. A área total dos perfis imunorreativos foi obtida 

dentro dos campos de quantificação (figura 6C). 

 

3.10 Análise estatística 

 

Os dados do decurso temporal das médias do teste comportamental foram analisados 

segundo o teste estatístico ANOVA bifatorial de medidas repetidas. As análises estatísticas dos 

períodos foram realizadas segundo o teste ANOVA associado ao pós-teste de Fisher de 

comparação entre dois grupos. 
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Os dados da análise estereológica e morfométrica foram comparados estatisticamente 

através do teste ANOVA associado ao pós-teste de Fisher de comparação entre dois grupos. A 

análise dos dados das regiões craniais e caudais foi agrupada com o intuito de obtermos uma 

visão global das alterações bioquímicas encontradas na medula espinal. Os dados das regiões 

cranial distante e cranial adjacente ao epicentro da lesão foram agrupados, assim como os dados 

das regiões caudal adjacente e distante. A partir disto, foi realizado um terceiro agrupamento 

entre as regiões cranial e caudal. Este agrupamento também foi realizado para as regiões de 

epicentro da lesão. 
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Figura 6. Esquema representativo dos campos amostrados para a análise estereológica e morfométrica 
(adaptado de: George Paxinos and Charles Watson - The Rat Brain, In Stereotaxic Coordinates, 
Compact Third Edition, Academic Press, 1997). O número estimado de neurônios remanescentes inclui 
a quantificação amostrada de neurônios motores do corno anterior e neurônios da substância cinza 
intermédia da medula espinal corados pelo Violeta de Cresilo (A). Moldura de pontos utilizada para a 
obtenção do volume de tecido preservado (B). Em (C) são apresentadas as áreas utilizadas para a 
quantificação morfométrica. Os números indicam o tamanho da área: 1, 2, 3 e 6 = 33,6 x 102 µm2;          
4 = 12,1 x 102 µm2; 5 = 8,1 x 102 µm2. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Parâmetros da lesão 

 

São apresentadas na figura 7 as curvas representativas dos parâmetros da lesão. 

 
Figura 7. Gráfico registrado pelo NYU Impactor ilustrando os parâmetros como curva de 
posicionamento do Impactor, curva de velocidade e o ponto de impacto. A queda do peso de 10g sobre a 
medula espinal exposta ocorreu a partir da distância de 25mm para promover lesões moderadas. 

 
 

4.2 Análise comportamental – Índice BBB 

 

Um efeito significante das interações realizadas na medula espinal [F(6,62) = 311.575, 

p= 0.0001, e também da progressão temporal da análise [F(2,62) = 4149.279, p= 0.0001 foi 

observado. Houve também interação entre os tratamentos e o tempo [F(12,62) = 116.246,       

p= 0.001. As diferenças entre os grupos em cada período estudado estão apresentadas na tabela 

2. 
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Índice BBB 

 

Tabela 2. Médias ± e.p.m. do índice BBB dos ratos nos diversos grupos experimentais. Os animais 
receberam cirurgia simulada (controle) ou lesão medular de intensidade moderada pelo NYU Impactor. 
O teste estatístico ANOVA bifatorial de medidas repetidas mostrou p=0.0001 quando os grupos ou o 
tempo pós-cirúrgico foram analisados (descrito no texto). As análises estatísticas em cada período foram 
realizadas segundo teste ANOVA de comparações múltiplas e pós-teste de Fisher de comparação entre 
dois grupos. �, p = 0.0001. Os dados de cada análise foram agrupados em períodos, a saber:  
Período 1 – 48 horas e 72 horas 
Período 2 – semana 1, semana 2, semana 3 e semana 4 
Período 3 – semana 5, semana 6, semana 7 e semana 8. 
 

 

4.3 Análise estereológica 

 

A quantificação pelo método estereológico mostrou uma significativa redução no 

número de neurônios remanescentes do corno anterior e da substância cinza intermédia da 

medula espinal corados pelo Violeta de Cresilo em todos os grupos que receberam lesão 

contusa de intensidade moderada em relação ao controle. Não foi encontrada diferença deste 

parâmetro entre os grupos lesados (figura 8A e 9A,B). 

A quantificação demonstrou um maior volume de tecido preservado no grupo controle 

em relação aos grupos que receberam lesão contusa. Também não foi encontrada diferença 
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deste parâmetro entre os grupos lesados (figura 8B e 9C,D). A análise histológica das secções 

coradas pelo Violeta de Cresilo mostrou a presença de cavidades, perda ou interrupção tecidual, 

retração e degeneração cística, assim como infiltrado de células gliais (figura 9D). A análise da 

porcentagem do volume de tecido preservado em relação ao volume de tecido total da medula 

espinal do grupo controle que recebeu pequena lesão promovida pela inoculação do meio de 

cultura D-10/Mitógeno foi de 98,77% (figura 9E). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Os gráficos mostram as médias ± e.p.m. do número estimado de neurônios remanescentes (A) 
e do volume de tecido preservado (B) quantificados por metodologia estereológica. Os animais 
receberam cirurgia simulada (controle) ou lesão da medula espinal de intensidade moderada no nível 
torácico pelo NYU Impactor. O teste ANOVA de comparações múltiplas e o teste de Fisher de 
comparação entre dois grupos foram realizados. �� = p< 0,01; ��� = p< 0,001. 
 
 
 

Número Estimado de Neurônios RemanescentesA

0

2

4

6

8

n
úm

er
o

 (
x1

05 )

Volume de Tecido PreservadoB

m
m

3
(x

10
9

)

0

2.5

5

7.5

10

µm
3

(x
10

 9 )

Número Estimado de Neurônios RemanescentesA

0

2

4

6

8

n
úm

er
o

 (
x1

05 )

Volume de Tecido PreservadoB

m
m

3
(x

10
9

)

0

2.5

5

7.5

10

µm
3

(x
10

 9 )

Volume de Tecido PreservadoB

m
m

3
(x

10
9

)

0

2.5

5

7.5

10

µm
3

(x
10

 9 )

Volume de Tecido PreservadoB

m
m

3
(x

10
9

)

0

2.5

5

7.5

10

µm
3

(x
10

 9 )

Controle 

Lesão 

Células de Schwann 

Células de Schwann + TGF-β1 

Células de Schwann + TNF-α 
TGF-β1 

TNF-α 



 

 

42 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Fotomicrografias de secções da medula espinal ilustrando os neurônios remanescentes (A,B) e 
o volume de tecido preservado (C,D). Ratos que receberam cirurgia simulada (A,C) e lesão contusa de 
intensidade moderada (B,D). * indica área de degeneração secundária (cavitação cística). A lesão 
tecidual provocada pela injeção de meio de cultura no grupo controle é apontada (setas, E).            
Barras = 200µm (A,B); 30µm (C,D); 40µm (E). 
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4.4 Análise morfométrica 

 

A imunorreatividade da GAP-43 revelou fibras seccionadas transversalmente e outras 

longitudinalmente, principalmente na região do corno anterior da medula espinal dos ratos dos 

diversos grupos experimentais. Na análise morfométrica de imagem da GAP-43 (figura 10A e 

11) a lesão promoveu uma dramática diminuição da imunorreatividade da GAP-43 no corno 

anterior, que foi revertida quando a lesão foi tratada com as CS pré-tratadas ou não com a 

citocina TGF-ß1.  Nas regiões de funículo lateral e fascículo grácil não houve diferença na 

imunorreatividade da GAP-43 entre os grupos (figura 10B,C). 
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Imunorreatividade da GAP-43 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10. Gráficos das médias ± e.p.m. das áreas da imunorreatividade da GAP-43 obtidos por análise 
de imagem em áreas específicas do corno anterior (A), funículo lateral (B) e fascículo grácil (C) em 
níveis adjacentes ao epicentro da lesão. Teste ANOVA de comparações múltiplas e teste de Fisher de 
comparação entre dois grupos; �� = p< 0,01. 
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Figura 11. Fotomicrografias da imunorreatividade da GAP-43 no corno anterior da medula espinal de 
ratos do grupo que recebeu cirurgia controle (A), grupo lesão (B) e grupo tratado com células de 
Schwann (C). Neurônios do corno anterior (setas largas), prolongamentos neurais (setas finas) e fibras 
seccionadas transversalmente (cabeças de setas) são apontados. Barras = 10µm. 
 

A lesão não alterou a imunorreatividade do glutamato. Entretanto, o tratamento da 

medula lesada com as CS por si aumentou a imunorreatividade do glutamato no corno anterior 

(figura 12A e 13A,C,E) e no funículo lateral (figura 12B e 13B,D,F) quando comparado com o 

grupo lesão. Efeito este não observado quando as CS foram pré-tratadas com as citocinas. 

Foram observadas modificações no corno anterior e no funículo lateral, mas não na 

substância cinza e no corno posterior (figuras 14A, B, C, D respectivamente) no que se refere a 

imunorreatividade do NPY. 
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No corno anterior a lesão não alterou estatisticamente a imunorreatividade NPY. Houve 

aumento da imunorreatividade do grupo tratado com as CS apenas em comparação ao grupo 

controle. Porém este aumento deixou de existir quando as CS foram pré-tratadas com as 

citocinas (figura 14A e 15A,C e E). 

Já no funículo lateral a lesão aumentou a imunorreatividade NPY, inclusive quando 

houve tratamento com as CS. Mas este aumento também deixou de existir quando as CS foram 

pré-tratadas com as citocinas (figura 14B e 15B,D e F). 
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Imunorreatividade do Glutamato 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12. Gráficos das médias ± e.p.m. das áreas da imunorreatividade do glutamato obtidos por 
análise de imagem em áreas específicas do corno anterior (A), funículo lateral (B) em níveis adjacentes 
ao epicentro da lesão. Teste ANOVA de comparações múltiplas e teste de Fisher de comparação entre 
dois grupos; � = p< 0,05; �� = p< 0,01. 
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Figura 13. Fotomicrografias da imunorreatividade do glutamato no corno anterior (A,C,E) e no funículo 
lateral (B,D,F). Painéis A e B ilustram o grupo que recebeu lesão contusa; painéis C e D ilustram o 
grupo que recebeu lesão contusa e tratamento com células de Schwann; E e F ilustram o grupo que 
recebeu lesão contusa e tratamento com TNF-α. A imunorreatividade do glutamato é apontada (setas). 
Barras = 20µm. 
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Imunorreatividade do NPY 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Gráficos das médias ± e.p.m. das áreas da imunorreatividade do NPY obtidos por análise de 
imagem em áreas específicas do corno anterior (A), funículo lateral (B), substância cinza intermédia (C) 
e corno posterior (D) em níveis adjacentes ao epicentro da lesão. Teste ANOVA de comparações 
múltiplas e teste de Fisher de comparação entre dois grupos; � = p< 0,05. 
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Figura 15. Fotomicrografias da imunorreatividade do NPY no corno anterior (A,C,E) e no funículo 
lateral (B,D,F). Painéis A e B ilustram o grupo que recebeu lesão cirurgia simulada; painéis C e D 
ilustram o grupo que recebeu lesão contusa e tratamento com células de Schwann; E e F ilustram o 
grupo que recebeu lesão contusa e tratamento com células de Schwann e TGF-β1. A imunorreatividade 
do NPY é apontada (setas). Barras = 30µm. 
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A imunorreatividade da substância P não foi modificada em função dos tratamentos para 

as regiões analisadas (figuras 16 e 17). 

A lesão contusa não alterou a imunorreatividade da GFAP no corno anterior (figura 18A 

e 19A, C e E) e no funículo lateral (figura 18B e 19G, H). Porém, quando os grupos lesados 

foram tratados com as CS e/ou citocinas houve um aumento significante da imunorreatividade 

da GFAP comparada ao grupo controle. Na região do epicentro, a lesão promoveu aumento da 

imunorreatividade da GFAP. Aumento este potenciado quando houve tratamento com as CS 

(figura 18D e 19B,D e F). 
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Imunorreatividade da substância P 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 16. Gráficos das médias ± e.p.m. das áreas da imunorreatividade da substância P obtidos por 
análise de imagem em áreas específicas do corno anterior (A), corno posterior (B) e substância cinza 
intermédia (C) em níveis adjacentes ao epicentro da lesão. Não houve diferença estatística segundo teste 
ANOVA de comparações múltiplas e teste de Fisher de comparação entre dois grupos. 
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Figura 17. Fotomicrografias da imunorreatividade da substância P no corno anterior (A), corno 
posterior (B), substância cinza intermédia (C,D) do grupo que recebeu cirurgia simulada. O painel D 
ilustra fibras imunorreativas a substância P que se estendem da coluna intermédio lateral ao canal 
central, bilateralmente. Aspecto pontiforme contendo a imunorreatividade da substância P é encontrado 
ao redor de neurônios do corno anterior e nas demais regiões, sugerindo terminais nervosos 
imunorreativos (setas). Barras = 20µm (A,B,C); 40µm (D). 
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   Imunorreatividade da GFAP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Gráficos das médias ± e.p.m. das áreas da imunorreatividade da GFAP obtidos por análise de 
imagem em áreas específicas do corno anterior (A), funículo lateral (B) e substância cinza intermédia 
(C) em níveis adjacentes ao epicentro da lesão, e no epicentro da lesão (D). Teste ANOVA de 
comparações múltiplas e teste de Fisher de comparação entre dois grupos.  
� = p< 0,05; �� = p<0,001; ��� = p<0,001.  
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Figura 19. Fotomicrografias da imunorreatividade da GFAP no corno anterior (A,C,E), no epicentro da 
lesão (B,D,F) e no funículo lateral (G,H) de ratos que receberam cirurgia simulada (A,B,G), lesão 
contusa (C,D), lesão contusa e tratamento com células de Schwann (E,F,H). A imunorreatividade do 
astrócito é apontada (setas). Barras = 20µm. 
 

A análise morfométrica de imagem da imunorreatividade do FGF-2 na medula espinal 

nas regiões adjacentes ao epicentro, a lesão contusa não alterou a imunorreatividades FGF-2 

(figura 20A,B,C). No funículo houve aumento da imunorreatividade do grupo tratado com as 

CS, acrescidas ou não de TGF-ß1, apenas em comparação ao grupo controle. Os 3 grupos 

tratados com as CS apresentaram uma maior imunorreatividade do FGF-2 em relação aos 

grupos tratados só com as citocinas no funículo lateral (figura 20B e 21B,E e H). Na região do 

fascículo grácil, também houve aumento da imunorreatividade do grupo tratado com as CS, 
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acrescidas ou não de TGF-ß1, apenas em comparação ao grupo controle. Entretanto, o 

tratamento da medula lesada com as CS aumentou a imunorreatividade do FGF-2 (figura 20C). 

Na região de epicentro a lesão aumentou a imunorreatividade do FGF-2, e este efeito foi 

mantido nos grupos tratados com as CS, acrescidas ou não da citocina TGF-ß1 (figura 20D e 

21C,F e I). 

A imunorreatividade do PGSC NG2 não foi modificada em função dos tratamentos nas 

regiões adjacentes analisadas (figura 22A,B,C e 23A,B). Já no epicentro a lesão promoveu 

aumento da imunorreatividade do PGSC NG2, inclusive quando houve tratamento com as CS e 

com a citocina TNF-α na presença ou não das CS (figura 22D; figura 23C,D,E,F). 
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    Imunorreatividade do FGF-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Gráficos das médias ± e.p.m. das áreas da imunorreatividade do FGF-2 obtidos por análise 
de imagem em áreas específicas do corno anterior (A), funículo lateral (B) e fascículo grácil (C) em 
níveis adjacentes ao epicentro da lesão, e no epicentro da lesão (D). Teste ANOVA de comparações 
múltiplas e teste de Fisher de comparação entre dois grupos. 
 � = p< 0,05; �� = p< 0,01; ��� = p<0,001.  
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Figura 21. Fotomicrografias da imunorreatividade do FGF-2 no corno anterior (A,D,G), funículo lateral 
(B,E,H) e no epicentro da lesão (C,F,I) de ratos que receberam cirurgia controle (A,B,C), lesão contusa e 
tratamento com células de Schwann (D,E,F) ou lesão contusa e tratamento com células de Schwann e 
TNF-α (G,H,I). A imunorreatividade do FGF-2 é apontada (setas). Barras = 30µm. 
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  Imunorreatividade do NG2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Gráficos das médias ± e.p.m. das áreas da imunorreatividade do PGSC NG2 obtidos por 
análise de imagem em áreas específicas do corno anterior (A), funículo lateral (B) e fascículo grácil (C) 
em níveis adjacentes ao epicentro da lesão, e no epicentro da lesão (D). Teste ANOVA de comparações 
múltiplas e teste de Fisher de comparação entre dois grupos; � = p< 0,05.  
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Figura 23. Fotomicrografias da imunorreatividade do PGSC NG2 no corno anterior (A), funículo lateral 
(B) e no epicentro da lesão (C,D,E,F) de ratos que receberam cirurgia simulada (A,B,C), lesão contusa e 
tratamento com células de Schwann (D), lesão contusa e tratamento com células de Schwann e TGF-β1 
(E) ou lesão contusa e tratamento com TNF-α (F). A imunorreatividade do PGSC NG2 é apontada 
(setas). Barras = 30µm. 
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5. DISCUSSÃO 

 
Este estudo avaliou o potencial trófico das CS pré-tratadas ou não com as citocinas 

inflamatórias TGF-ß1 e TNF-α após lesão medular contusa de ratos em promover a melhora do 

comportamento motor nestes animais. 

O tratamento com CS associadas ou não com as citocinas inflamatórias foi escolhido por 

dois motivos. O primeiro é o fato de que estudos mostram a influência do meio no crescimento 

de fibras nervosas lesadas no SNC, assim como o potencial das CS em tornar o meio mais 

propício à regeneração de neurônios centrais (Li e Raisman, 1994; Peng et al., 2003). A 

utilização experimental de CS é apontada como uma perspectiva benéfica no tratamento da 

lesão medular em humanos, já que essas células produzem, entre outros, fatores neurotróficos e 

citocinas inflamatórias que influenciam o ambiente do sistema nervoso (Ide, 1996; Xu et al., 

1997; Keirstead et al., 1999; Hoke et al., 2003). Logo, a inoculação de CS pode liberar fatores 

quimioatrativos que irão favorecer e guiar o crescimento permissivo de fibras neuronais em 

direção ao seu alvo específico e também atenuar a formação da cicatriz glial no local do trauma, 

contribuindo para a regeneração do SNC (Hoke et al., 2003). 

O segundo motivo é que a utilização de abordagens que atuem sobre os processos 

inflamatórios e, conseqüentemente, sobre a degeneração secundária é importante em lesões do 

SNC. As células imunes podem ser a origem de fatores tróficos, mitogênicos, quimioatrativos e 

angiogênicos que sustentam a remielinização e a sobrevivência neuronal em diversos modelos 

de doenças e lesões do SNC (Liberto et al., 2004). Na fase aguda da lesão neural, o processo 

inflamatório influi diretamente nas respostas neurotróficas promovidas pelas células de 

Schwann (Peng et al., 2003). 

A lesão contusa da medula espinal induzida pelo NYU Impactor é um modelo aceito 

para promoção da lesão medular graduada e reprodutível em animais experimentais (Chadi et 
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al., 2001; Young, 2002; do Carmo Cunha et al., 2007). As lesões contusas promovidas pelo 

NYU Impactor exibem uma degeneração secundária progressiva e produzem a morte celular 

pela apoptose das células da medula espinal a longo-prazo, incluindo os neurônios e os 

oligodendrócitos (Abe et al., 1999; Warden et al., 2001). Isto pode modificar o prognóstico de 

uma lesão medular parcial, considerando a pequena dimensão transversal deste órgão (Andrade 

et al., 2008). 

Uma relação entre o déficit comportamental e a severidade da lesão medular contusa foi 

descrita com detalhes por Chadi et al. (2001) e Andrade et al. (2008), onde foi demonstrada 

uma degeneração secundária dependente do tempo após a lesão contusa de intensidade 

moderada (25mm), mas não severa (50mm). A lesão contusa de intensidade moderada sustenta 

eventos degenerativos mais demorados se comparada com a de intensidade severa, permitindo 

uma oportunidade para condutas neuroprotetivas (Andrade et al., 2008). Rosenberg e Wrathall 

(1997) descreveram que lesões contusas mais severas levam à perda axonal mais precoce. 

Logo, o conhecimento sobre a correlação entre a progressão dependente do tempo na 

degeneração secundária e a severidade da lesão pode ser importante quando considerados 

procedimentos terapêuticos, como tratamentos antiinflamatórios. 

O estudo de Martin et al. (1996) que analisa qual o melhor tempo entre a lesão e a 

injeção das CS, visando a melhor sobrevivência e crescimento das mesmas, mostra que a 

injeção imediatamente ou após 10 dias de lesão é melhor quando comparado à inoculação após 

3 dias. Isto devido às substâncias tóxicas responsáveis pela morte de parte das células 

inoculadas não estarem presentes imediatamente após a lesão, sendo que no período de 10 dias 

estas substâncias já estão ausentes. Outra explicação pode ser relacionada com a presença ou 

ausência de fatores neurotróficos, citocinas inflamatórias ou também com a modificação 

estrutural da medula espinal. No experimento aqui realizado as injeções foram realizadas 

imediatamente após o trauma contuso, não só visando a ausência de substâncias tóxicas, mas 
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também o cuidado e a saúde dos animais, já que uma segunda cirurgia poderia deixar os 

animais mais debilitados e suscetíveis a infecções. 

No presente estudo, a inoculação de CS na lesão contusa da medula espinal de ratos 

aumentou a recuperação espontânea do comportamento motor ao longo do período analisado, 

efeito este não potenciado pelo pré-tratamento das CS com as citocinas TGF-β1 e TNF-α. No 

estudo de Takami et al. (2002) que inoculava CS uma semana após lesão contusa (12.5mm), foi 

relatado melhor desempenho motor de membros pélvicos de ratos. Apesar de diferenças na 

intensidade da lesão e no tempo de inoculação das células, estes resultados estão de acordo com 

os deste desenho experimental. Outro estudo que relata melhora do comportamento motor após 

tratamento com as CS é o de Firouzi et al. (2006), apesar da lesão contusa ser promovia por 

esmagamento e a injeção das células ser realizada no espaço subaracnóide. 

A recuperação motora de membros pélvicos após lesão medular incompleta depende do 

número de axônios descendentes regenerados e/ou preservados do tronco encefálico e do córtex 

cerebral (Basso et al., 1996) e dos axônios proprioespinais locais (Helgren e Goldberger, 1993). 

Interessante é o fato de que somente uma pequena porcentagem de axônios descendentes do 

tronco encefálico é necessária para direcionar os circuitos envolvidos na geração de padrões 

básicos de locomoção (Helgren e Goldberger, 1993; Basso et al., 1996; Ribotta et al., 2000). 

Apesar da melhora comportamental observada no grupo que recebeu tratamento com as 

CS, não foram observadas alterações morfológicas como diferenças no volume de tecido 

preservado e no número de neurônios remanescentes. Estes achados indicariam um efeito 

neuroprotetivo do tratameto. Este resultado difere do estudo de Takami et al. (2002), onde 

houve preservação tecidual após a injeção de CS. Provavelmente estes resultados são 

contraditórios devido à inoculação no estudo de Takami et al. (2002) ter sido realizada uma 

semana após lesão contusa, promovida por uma distância de 12.5mm, com uma sobrevida de 12 

semanas após a lesão. No estudo de Martin et al. (1996) a injeção de CS também promoveu 
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preservação tecidual, porém a lesão medular contusa foi promovida por um balão inflado. Na 

lesão contusa de intensidade moderada os neurônios morrem devido à lesão primária e os 

neurônios localizados nas adjacências sofrem as conseqüências da degeneração secundária 

(Dusart e Schwab, 1994; Zhang et al., 1997). Na lesão medular, os fatores subseqüentes à lesão 

primária proporcionam perda tecidual, a qual dificulta a regeneração. Estes fatores são 

definidos temporalmente, sendo dependentes da síntese ativa de proteínas por células neuronais 

e gliais (Dusart e Schwab, 1994; Liu et al., 1997). Importante ressaltar que o processo endógeno 

de migração das CS associado com processos exógenos aumenta a recuperação motora após 

lesão medular (Beattie et al., 1997). 

Os tratamentos realizados nos experimentos deste trabalho não alteraram as respostas 

neuroprotetivas. Logo, o melhor desempenho motor observado no grupo que recebeu 

inoculação de CS deve estar relacionado a fatores como respostas plásticas e neuroquímicas no 

tecido preservado da medula espinal e não às possíveis respostas neuroprotetivas. 

As manipulações realizadas neste experimento não influenciaram as marcações 

imunohistoquímicas das regiões da substância cinza intermédia e do corno posterior, onde não 

foram constatadas diferenças significativas para as imunorreatividades analisadas, ou talvez 

após 8 semanas de lesão as alterações nestas regiões já tenham desaparecido. O anexo A 

resume os principais resultados das imunorreatividades aqui apresentadas. 

Os neuropeptídeos estão amplamente distribuídos no SNC, podendo influenciar os 

processos plásticos da medula espinal como as interações entre os neurônios e os astrócitos 

(Kozlov et al., 2001). A imunorreatividade do NPY no corno anterior mostrou o grupo controle 

com menor imunorreatividade em relação ao grupo tratado com as CS. Não foi encontrada 

diferença estatística entre o grupo lesão e o grupo CS no corno anterior, o que pode estar 

relacionado com o fato do NPY exercer ações modulatórias influenciando neurônios em regiões 

distantes da lesão (De Quit e Emson, 1986; Fuxe et al., 1990; Liu et al., 1994). A expressão de 
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peptídeos em motoneurônios lesados está alterada, porém ainda não está bem estabelecido seu 

significado (Zhang et al., 1994). Em seu estudo, Palkovits (1995) afirma que os neurônios em 

resposta a axotomia elevam a expressão de neuropeptídeos responsáveis pela sua sobrevivência 

e regeneração, podendo alterar a expressão de substâncias relacionadas com sua atividade 

transmissora e secretória. 

Logo, a maior imunorreatividade do grupo CS no corno anterior pode estar de alguma 

forma influenciando o suporte trófico aos neurônios, provavelmente através de astrócitos 

vizinhos, considerando que este mesmo padrão ocorre para a imunorreatividade da GFAP e que 

os neuropeptídeos aumentam a capacidade dos astrócitos de promoverem substratos 

metabólicos e tróficos aos neurônios (Deschepper, 1998). 

Apesar de o NPY exercer funções no processamento sensorial (Sasek e Elde, 1985; 

Roddy et al., 1990) e no sistema nervoso neurovegetativo, onde está implicado nas alterações 

urinárias como a bexiga neurogênica após lesões medulares (De Quit e Emson, 1986; 

Haferkamp et al., 2006), neste experimento não foram encontradas alterações da 

imunorreatividade do NPY na substância cinza intermédia e no corno posterior. 

Trabalhos relatam a presença de terminais nervosos imunorreativos à substância P na 

medula espinal, provenientes de corpos celulares do tronco encefálico. Entretanto, 

interneurônios da substância cinza intermédia da medula espinal também projetam para 

neurônios na própria medula (Gibson et al., 1984; De Quit e Emson, 1986; Brown et al., 1995; 

Wiedermann et al., 1996). A resposta da substância P após lesão medular está envolvida com os 

eventos vasculares, imunes e gliais, ou ainda, influenciando os processos plásticos bioquímicos 

que podem ocorrer no local do trauma e no tecido preservado nas regiões adjacentes (Parker e 

Grillner, 1999; Edgerton et al., 2004). Deve ser também considerado que os interneurônios 

atuam sobre os motoneurônios utilizando a substância P como neurotransmissor (Gibson et al., 

1984; Cassam et al., 1999). Com base na bibliografia onde há aumento da substância P após 
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lesão medular e sua influência trófica em motoneurônios no corno anterior (Wiedermann et al., 

1996; Cassam et al., 1999; Kozlov et al., 2001; Marriot, 2004) é possível o envolvimento de 

interneurônios imunorreativos a substância P nos mecanismos de plasticidade neste 

experimento. Entretanto, este estudo não viu alterações na substância P após 8 semanas de lesão 

medular. Porém, deve se ressaltar no presente desenho experimental, a imunorreatividade dos 

neuropeptídeos, onde o grupo controle recebeu inoculação de meio de cultura, o que deve ter 

ocultado a possível reação de fibras contendo substância P pela lesão em si, assim como 

influenciando a imunorreatividade do NPY. 

Neurônios imunorreativos a GAP-43 foram encontrados na medula espinal (Curtis et al., 

1993; Brook et al., 1998). A GAP-43 é uma proteína relacionada com processos de regeneração 

após lesões do SNC (Skene e Willard, 1981). A maior imunorreatividade da GAP-43 no corno 

anterior do grupo tratado com as CS em relação ao grupo lesão pode estar relacionada com o 

estudo de Brook et al. (1998) que afirma que a imunorreatividade da GAP-43 está associada 

com as CS que invadem o local da lesão. No estudo de Linda et al. (1992) após transecção da 

medula espinal a imunorreatividade da GAP-43 foi encontrada em neurônios nos segmentos 

adjacentes à área da lesão. Os padrões de imunorreatividade da GAP-43 aqui encontrados 

provavelmente estão relacionados com processos plásticos que ocorrem após lesões, como os 

que ocorrem no hipocampo, onde atividades neuroplásticas como a aprendizagem e memória 

foram relatadas (Skene, 1989; Benowitz e Routtenberg, 1997). 

Estudos indicam que a substância branca lesada é sensível aos mecanismos 

excitotóxicos que envolvem os receptores glutamatérgicos (Wrathall et al., 1997; Rosenberg et 

al., 2005). 

A diferença encontrada entre o grupo tratado com as CS e o grupo lesão no que se refere 

a imunorreatividade do glutamato no funículo lateral nas regiões de tecido preservado pode 

estar relacionada com a sinalização astrocitária na substância branca. O neurotransmissor 
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glutamato influencia a atividade locomotora em animais com lesão medular, estando envolvido 

na CPG de vertebrados (Grillner, 2003). 

A lesão medular interrompe as vias descendentes controladoras da atividade de 

motoneurônios da medula espinal que inervam os músculos esqueléticos, no qual muitas delas 

são do tipo glutamatérgicas (Shapiro, 1997; Grossman e Wrathakk, 2000). 

As alterações nas imunorreatividades da GAP-43 e do glutamato provavelmente estão 

relacionadas com os mecanismos plásticos da CPG encontrados após lesão da medula espinal 

(Grosmam et al., 2001). É possível que uma parte das fibras imunorreativas a GAP-43 

encontradas neste experimento sejam glutamatérgicas, notadamente no grupo que recebeu 

tratamento com as CS, o que poderia ajudar justificar o comportamento motor observado. 

Os fatores neurotróficos e as citocinas inflamatórias podem influenciar a sobrevida, a 

diferenciação ou a morte das células. O fator neurotrófico FGF-2 regula de modo parácrino o 

trofismo de diversos tipos de neurônios durante o desenvolvimento e a vida adulta (Chadi et al., 

1994; Mocchetti et al., 1996; Gomide e Chadi, 1999). Devido suas múltiplas funções, tais como 

promover a sobrevivência e a regeneração neuronal, a angiogênese e a remodelação tecidual, o 

FGF-2 tem sido associado aos mecanismos de reparo endógeno no SNC (Mocchetti et al., 1996; 

Meijs et al., 2004). 

O FGF-2 está presente em astrócitos e seu aumento pode estar associado à atividade 

sobre o trofismo neuronal desencadeada após lesão (Leme e Chadi, 2001). Além disso, o FGF-2 

estimula as respostas gliais após lesão e promove a proliferação de astrócitos reativos, os quais 

podem liberar moléculas com efeitos tróficos no ambiente da lesão (Eckenstein et al., 1991; 

Koshinaga et al., 1993). Estas funções podem estar relacionadas aos resultados aqui 

demonstrados. O acúmulo da imunorreatividade do FGF-2 ao redor de neurônios indica que ele 

pode ser liberado por astrócitos, sugerindo que este fator neurotrófico age de modo autócrino, 

promovendo as funções gliais apropriadas nos processos de recuperação celular (Follesa et al., 
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1994). 

Os resultados aqui apresentados após 2 meses de lesão estão de acordo com o estudo de 

Follesa et al. (1994), onde ocorreu aumento da imunorreatividade do FGF-2 nas substâncias 

cinza e branca da medula espinal 7 dias após lesão medular contusa (25mm). A 

imunorreatividade do FGF-2 foi detectada no fascículo grácil 5 dias após a lesão medular em 

ratos (Mocchetti et al., 1996), o que também ocorreu neste experimento. Após a lesão contusa, 

ocorreu aumento no número de perfis imunorreativos ao FGF-2 no epicentro e em níveis 

adjacentes, o que pode elevar os processos envolvidos na recuperação funcional, muitas vezes 

observados após lesão medular em ratos (Beattie et al., 1997). 

Apesar do exato mecanismo pelo qual o FGF-2 influencia a sobrevivência da célula e a 

plasticidade após lesão não ser claro, ele tem sido relacionado com a estabilização da 

homeostase do cálcio (Mattson et al., 1989; Cheng e Mattson, 1991). Logo, a expressão 

endógena de fatores neurotróficos pode ser um importante recurso no tratamento de lesões do 

SNC. 

As respostas morfológicas e bioquímicas após lesão medular são mediadas por respostas 

inflamatórias locais, seguidas por eventos neurodegenerativos e neuroprotetivos (Giulian et al., 

1993; Davies et al., 1996; do Carmo Cunha et al., 2007). Após a lesão os componentes da 

cicatriz glial servem para reparar a barreira hemato-medular, limitando a degeneração celular e 

a resposta inflamatória, prevenindo que esta se extenda para regiões adjacentes (Moonen et al., 

1990; Namiki et al., 2000; Silver e Miller, 2004), promovendo a regeneração do SNC e 

favorecendo os eventos tróficos no local da lesão e em regiões adjacentes (Chadi et al., 1994). 

As respostas gliais no tecido nervoso lesado envolvidas em respostas funcionais 

intrínsecas são mediadas por substâncias químicas liberadas no local da lesão, (Martin, 1992; 

Giulian et al., 1996). Postula-se que as interações entre os astrócitos e a microglia ativados 

exerçam influência nos eventos tróficos na área da lesão, assim como em regiões adjacentes 
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(Giulian et al., 1996; Leme e Chadi, 2001). 

A cicatriz glial é também invadida por células endoteliais que reorganizam os vasos 

sanguíneos, resultando em uma revascularização que promove suporte trófico e metabólico 

essencial para o reparo após lesão (Stichel e Muller, 1998). A morte ou a sobrevivência de 

astrócitos pode influenciar as respostas motoras funcionais através de seus efeitos na 

neurogênese e na reorganização sináptica (Chen e Swanson, 2003). Deve ser também 

considerado que os astrócitos podem receber influência de fatores liberados pelas CS os quais 

podem alterar seu fenótipo e da expressão de citocinas inflamatórias na área da lesão, que 

interferem com a ativação astrocitária (McKeon et al., 1991; Yoshida et al., 1992). 

Na ausência de lesões as células imunorreativas a GFAP são abundantes na substância 

branca, mas raras na substância cinza. Após lesão medular, aumentos significantes de células 

imunorreativas a GFAP são encontrados em ambas as substâncias (Curtis et al., 1993; Dusart e 

Schwab, 1994; Prewitt et al., 1997; Xu et al., 1997; Chadi et al., 2001; Ishii et al., 2001), o que 

está de acordo com os resultados aqui apresentados, considerando que houve alteração nas 

regiões do corno anterior e funículo lateral, bem como no epicentro da lesão medular. Assim 

como no estudo de Takami et al. (2002), onde também foi encontrada maior imunorreatividade 

da GFAP na região do epicentro da lesão após a injeção de CS. 

As substâncias secretadas pelos astrócitos reativos e pela microglia merecem atenção 

devido seu papel parácrino na formação da cicatriz glial e sua ação neuroprotetora. A secreção 

de substâncias gliais com atividades inibitórias e tróficas perto da lesão foi descrita, podendo 

inibir o crescimento de fibras indesejáveis e/ou prevenir a degeneração das fibras (Fawcett e 

Asher, 1999). Além disso, as células gliais reativas nas áreas lesadas podem favorecer a 

plasticidade e o trofismo neuronal, através da síntese e da liberação de substâncias com 

propriedades tróficas (Moonen et al., 1990; Namiki et al., 2000). 

Ard et al. (1987) afirmam que a matriz extracelular produzida pelas CS promove e guia 
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o crescimento neurítico de vários tipos de neurônios do SNC e SNP. Segundo Fitch e Silver 

(1997), os níveis elevados de proteoglicanos ocorrem em um padrão muito restrito, confinado 

ao foco de lesão. Segundo Levine (1994) as células imunorreativas ao PGSC NG2 são 

recrutadas após lesões traumáticas, com acúmulo na área da lesão, provavelmente devido à 

combinação da proliferação e da migração. O número de células alcança seu pico após 7 dias de 

lesão, declinando lentamente após este período, o que está de acordo com os resultados aqui 

apresentados em relação ao PGSC NG2. 

Deve ser considerado que as células imunorreativas ao PGSC NG2 podem ser tanto 

astrócitos como oligodendrócitos (Dawson et al., 2000; Jones et al., 2002; Zai e Wrathall, 

2005). Se estas células são oligodendrócitos, elas podem estar associadas a remielinização de 

fibras. Porém, se estas células de diferenciarem em astrócitos, elas poderiam não só auxiliar na 

reorganização estrutural do tecido, mas também na produção de substâncias tróficas que 

beneficiem os processos plásticos do SNC. 

Para as imunorreatividades analisadas na região de epicentro da lesão (GFAP, FGF-2 e 

NG2) o grupo controle foi estatisticamente diferente tanto do grupo que recebeu lesão contusa e 

inoculação do meio de cultura, como do grupo que recebeu lesão contusa e tratamento com as 

CS. Porém, o grupo que recebeu lesão contusa e inoculação do meio de cultura foi diferente do 

grupo tratado com as CS só no que se refere a imunorreatividade da GFAP. Estes resultados 

podem estar relacionados às quantidades elevadas de fatores neurotróficos que favorecem os 

eventos tróficos na área da lesão e nas regiões adjacentes (Dijkstra et al., 1999). A síntese e a 

liberação de substâncias com propriedades tróficas aos neurônios são importantes na contenção 

da degeneração secundária após a lesão da medula espinal (Namiki et al., 2000). Estas respostas 

gliais se estendem para as áreas adjacentes do tecido preservado, podendo influenciar a 

neuroplasticidade na recuperação motora. 

O PGSC NG2 e o fator neurotrófico FGF-2 podem, ao menos em parte, serem 
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responsáveis pela maior reatividade astrocitária do grupo tratado com as CS. Há também o fato 

de que as próprias CS produzem substâncias tróficas que deixam os astrócitos mais reativos. É 

importante ressaltar que os astrócitos influenciam a migração das CS (Salgado-Ceballos et al., 

1998). Hertz e Zielke (2004) afirmam que grande parte das funções do glutamato são reguladas 

pelos astrócitos. 

É possível que o tratamento com as CS tenha estimulado uma maior reação astrocitária 

ao nível da lesão, possivelmente contribuindo com um processo mais efetivo de reparo e 

cicatrização local, com reflexos no processo de recuperação do comportamento. Este efeito de 

induzir uma maior ativação astrocitária na borda da lesão àquela produzida pela lesão em si não 

se acompanhou da adicional expressão de FGF-2 e NG2, pelo menos quando analisado aos 2 

meses pós-cirúrgico possivelmente pela desnecessária manutenção de um provável “auto-

turnover” destas moléculas. 

As alterações funcionais dos neurônios podem ser bem sutis, sem a necessidade de uma 

alteração estrutural evidente. Isto pode ser caracterizado pelas mudanças bioquímicas na 

interação entre as células, caracterizando fenômenos plásticos. Estas observações indicam que 

os astrócitos reativos podem ser um dos principais responsáveis pelos mecanismos plásticos 

encontrados neste experimento, principalmente na melhora do desempenho motor dos animais 

tratados com as CS. O processo endógeno de migração das CS associado com processos 

exógenos, como a inoculação de CS, aumenta a recuperação motora após lesão da medula 

espinal (Beattie et al., 1997). 

A lesão medular, a locomoção e o treinamento após lesão podem alterar o estado 

fisiológico e bioquímico dos sistemas de neurotransmissores, alterando as vias sensório-

motoras que geram a locomoção (Edgerton et al., 2004). Uma consideração importante para o 

desenvolvimento de terapias para o tratamento da lesão medular é o fato de que a bioquímica 

celular é alterada conforme o tempo da lesão (Chau et al., 2002). 
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As citocinas inflamatórias, reguladas por sinais externos, são mediadoras e ativadoras da 

função astrocitária. Quando sintetizadas estas substâncias agem rapidamente, exercendo ações 

locais e sistêmicas, com funções autócrinas e parácrinas (Abbas e Litchman, 2005). A 

inoculação de citocinas inflamatórias realizada neste experimento provavelmente não foi tão 

benéfica quanto o próprio potencial endógeno do SNC em promover a homeostase do meio. O 

fato do tratamento adicional com as citocinas não ter potenciado o efeito das CS pode ser 

devido diferentes abordagens, concentrações e doses serem necessárias para influenciarem de 

forma consistente os complexos mecanismos neurobiológicos relacionados a neurodegeneração, 

a neuroproteção e a neuroplasticidade. 

O uso de CS promove uma significante recuperação funcional e axonal após lesão 

medular contusa em ratos e assegura investigação para aplicação clínica potencial (Rasouli et 

al., 2006). A melhor compreensão do funcionamento do SNC frente a lesões ou modificações 

do ambiente celular e molecular, assim como de seu potencial endógeno, se faz necessária. Há 

de se considerar que os programas de processamento motor no SNC do rato diferem em alguns 

pontos daqueles dos humanos. De modo que nem tudo aqui descrito nesta tese pode ser 

reproduzido na clínica no paciente com traumatismo raqui-medular. Por outro lado, é notório 

que as avaliações celulares e moleculares aqui aplicadas que evidenciaram a importância da 

plasticidade na medula espinal lesada nos padrões de recuperação motora espontânea não 

poderiam ser estudados na clínica. 
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6. CONCLUSÕES 

 

1. A inoculação de CS na lesão contusa da medula espinal de ratos aumentou a 

recuperação espontânea do comportamento motor, efeito este não potenciado 

pelo pré-tratamento das CS com as citocinas inflamatórias TGF-ß1 e TNF-α. 

2. As injeções de CS pré-tratadas ou não com as citocinas inflamatórias TGF-ß1 

e TNF-α na medula espinal submetida ao trauma contuso pelo NYU Impactor 

não protegeu o órgão da neurodegeneração secundária e do desaparecimento 

neuronal próximo à lesão. 

3. As alterações das imunorreatividades encontradas nas regiões de tecido 

preservado provavelmente estão relacionadas com a melhora do 

comportamento sensório-motor encontrada no grupo tratado com as CS, não 

observado no pré-tratamento com as citocinas inflamatórias TGF-ß1 e TNF-α. 

4. As respostas gliais vistas pela imunorreatividade da GFAP, do FGF-2 e do 

PGSC NG2 no epicentro da lesão após a injeção das CS não tratadas com as 

citocinas inflamatórias TGF-ß1 e TNF-α podem estar relacionadas aos 

processos tróficos parácrinos moduladores do reparo e cicatrização. Estas 

respostas gliais se estendem para as áreas adjacentes do tecido preservado e 

podem ter influenciado as respostas neuroplásticas nestas áreas, com 

repercussão no ganho do comportamento motor.  
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ANEXO 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo A - Esquema representativo dos principais resultados encontrados. CA(Corno Anterior), FL 
(Funículo Lateral), FG (Fascículo Grácil), + ou – TGF-β1 (presença ou ausência TGF-β1). Figura 
adaptada de: George Paxinos and Charles Watson - The Rat Brain, In Stereotaxic Coordinates, 
Compact Third Edition, Academic Press, 1997. 
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