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RESUMO

A medula espinhal, que é parte do sistema nervoso central, ndo se regenera
espontaneamente apés ser lesionada. Isso ocorre principalmente porque 0s
axonios atingidos pela injuria ndo conseguem crescer novamente e reencontrar
seus alvos funcionais. Sabendo que a proteina laminina polimerizada em pH
acido é capaz de estimular o crescimento axonal in vitro, delineamos o objetivo
central desta dissertacdo: investigar se a inje¢do de laminina &cida no sitio da
injuria medular poderia promover a regeneracdo axonal em ratos adultos.
Utilizamos 3 tipos de lesdes modelo, compressdo, transeccdo parcial e
transeccgdao total e verificamos que em todos 0s casos o tratamento promoveu
uma melhora significativa da fungdo locomotora que variou entre 20 e 100%
dependendo da lesdo. A andlise morfolégica dos animais experimentais
demonstrou que a laminina &cida reduzia o infiltrado inflamatério, o tamanho da
cavidade cistica e a astrogliose reativa. Foi verificada ainda a presenca de
neurdnios em regeneracdo (GAP 43 positivos) no sitio da lesdo, o que foi
corroborado pelo aumento da marcagdo com o neurorastreador fluorogold em
regibes acima do sitio lesionado. Os resultados obtidos nesta dissertagdo
demonstram que o tratamento com laminina &cida melhora a locomogéo de
animais submetidos a injuria medular experimental, o que é propiciado por um
efeito anti-inflamatério, neuroprotetor e possivelmente pela indugdo da

regeneragao axonal.



ABSTRACT

The spinal cord, as part of the central nervous system, does not spontaneously
regenerate after injury. This is because affected axons cannot re-grow through
the non-permissive environment of the nervous tissue scar in order to find their
functional targets. Knowing that the extracellular matrix protein laminin
polymerized in acidic pH can stimulate axonal growth in vitro, we established
the central goal of this dissertation, namely to investigate whether the injection
of acidic laminin in the lesion site would promote axonal regeneration in adult
rats. We used 3 types of injury - compression, partial transection and total
transaction - and found that in all cases the treatment significantly improved the
locomotors function, between 20-100%, depending on the injury. Morphological
analyses revealed that acidic laminin reduced the inflammatory reaction, the
size of the cystic cavity and the glial scar. Neurons in regeneration (labeled with
anti-GAP 43 antibody) were detected in the lesion site, which was corroborated
by the observation of a higher number of fluorogold-labeled neuronal bodies
above the injury. Results obtained in this dissertation demonstrate that the
treatment with acidic laminin induces functional recovery in animals submitted
to experimental injury, which is promoted by an anti-inflammatory and

neuroprotector effect and likely by the induction of axonal regeneration.
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Figura 16: Descricdo dos procedimentos cirargicos e processamentos dos tecidos medulares nos modelos de

compresssdo e transeccdo medular. No modelo de compressdo, a laminectomia envolveu a retirada da vértebra T7 e

inser¢cdo do catéter Folgarty no interior do canal medular, alojado a 1 cm de distancia do local da retirada da vértebra T7. Em
seguida o bal@o presente na extremidade deste catéter foi inflado com um volume de 10 pl, provocando a lesdo medular. Apés oito
semanas deste procedimento, o animal foi perfundido e realizado a dissecagéo do tecido. A presenga dos pontos internos com fio
cirdrgico indicaram o local onde havia sido removido cirurgicamente a vértebra T7. Logo depois, mediu-se 1 cm deste local no
sentido caudal para determinar o epicentro da lesdo. Deste ponto, mediu-se 0,5 em ambas as dire¢cdes, caudal e rostral. No
modelo de transec¢do medular, retirou-se a vértebra T8/T9, cujo segmento medular foi seccionado, parcial ou completamente. Oito
semanas apos, o animal foi sacrificado e submetido a disseccédo O epicentro foi identificado pela presenca da alteracdo do tecido

no local, medindo-se 0,5 sentidos em ambos as dire¢bes, caudal e rostral.
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Figura 17: Processamento do tecido para realizacdo de ensaios histoquimicos e de imunomarcacbes. Os

teciduais medulares contendo o epicentro da lesdo foram processados segundo o tipo de técnica aplicado para andlise
morfolégica. Para realizacdo de ensaios de imunoperoxidase e coloracdes histologicas, o tecido foi dividido em quatro blocos,
emblocados posteriormente em parafina e cortados em fatias de 4 ym. Para os ensaios de imunofluorescéncia, os tecidos foram
mantidos com 1 cm de extensdo, congelados em nitrogénio liquido/OCT e cortados em fatias de 20 um. Para identificacdo do
epicentro da leséo, foram realizados ensaios com anti-GFAP de 3 em 3 laminas, e medido a area da cavidade cistica cada um
deles. A lamina com maior area foi considerada o epicentro. Nas laminas vizinhas (a 100-150 um de distancia) foram realizados os

ensaios de imunomarcagao com anti-GAP 43 e ED1.
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Figura 18: Descricdo dos procedimentos envolvidos na injecdo do Fluorogold. A injegdo do Fluorogold (FG) foi

realizada 8 semanas apds a transeccdo completa (T8/T9) da medula espinhal, na porgdo caudal a lesdo (nivel T10). Apés a
dissecagédo do tecido, a medula espinhal foi dividida em 6 blocos, sendo o bloco 1 aquele mais caudal (local da inje¢éo do FG) e 0
bloco 6 o mais rostral (préximo a medula). A analise foi realizada no bloco 3 (segmento acima da transecgdo medular) e no bloco 6
(segmento préximo ao tronco encefalico). Em cada animal (n=1), controle tamp&o acido e tratado laminina acida, foram analisados
3 laminas, referente ao 9°, 13° e 17°cortes, as quais estdo localizadas na por¢cdo mediana da medula espinhal. Em cada um destes
cortes, avaliamos o namero de células marcadas com FG em quatro (bloco 3) ou trés (bloco 6) regides diferentes da SC. No bloco
3, foram selecionada as regifes lateral direita, lateral esquerda e medial. J& no bloco 6 avaliamos regides lateral direita, lateral
esquerda, medial direita e medial esquerda. As andlises foram realizadas no microscopio confocal multifoténico, com uma leitura

Optica de 8 (bloco 3) e 12 ym (bloco 6) de espessura.
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Figura 19: Analise quantitativa das marcac¢des por imunofluorescéncia com anti-GFAP, anti-GAP 43 e ED1,

utilizando a técnica de ImageJ. O programa ImageJ (NIH) foi utilizado para quantificar a intensidade da fluorescéncia pela

intensidade da graus de cinza de cada pixel das imagens obtidas pelos ensaios de imunofluréscencia (anti-GFAP, anti-GAP 43 3
ED1). A quantificacdo foi implementada em 3 animais de cada grupo experimental (LM4 e T4), avaliando pelo menos 10 regides
diferentes em cada lamina estudada. Nos ensaios com anti-GAP 43, foram avaliados 4 locais da substancia cinzenta, sendo
quantificado 3 pontos em cada uma destas regides. Além disso, avaliamos a substancia cinzenta total e a regido especifica onde
se encontrava a lesdo. Para as marcag¢des com anti-GFAP foram analisados 10 pontos aleatérios na margem da cavidade cistica
e também nesta zona marginal como um todo. Nos ensaios com ED1, avaliamos 10 regides aleatérias na regido proxima a
cavidade cistica e ao infiltrado inflamatério. Para identificar o epicentro da lesdo e comparar a extensdo da cavidade cistica entre
0s animais tratados e controles, calculamos a area da cavidade cistica em cada uma das laminas marcadas com anti-GFAP,

através do programa Axiovision.
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Figura 20: Efeito da laminina acida na recuperacao funcional dos animais submetidos a compressao medular

durante o periodo de 8 semanas. Grupos experimentais: Laminina acida de camundongo, Laminina neutra de camundongo,

Tampéo acido, Tamp&o Neutro, cada qual com 10 animais. O teste BBB foi realizado semanalmente, durante 8 semanas. O
tratamento com laminina (Invitrogen, Quebec, CA) foi injetado na medula espinhal a 1 cm do epicentro da leséo, na concentragéo

de 100 pg/ml, volume total de 10pl. Teste estatistico (Kruskal-Wallis / One Way ANOVA). (*) p < 0,05; (**) p< 0,01 e (***) p < 0,001.
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Figura 21: Andlise Histologica da medula espinhal do rato normal. O tecido foi processado em blocos de parafina, os

quais foram cortados transversalmente em fatias de 4 um de espessura. As coloragdes utilizadas foram Hematoxilina e Eosina
(HE) (A-D) e Luxol Fast Blue (FB) (E-H). Coloragdo HE: A) Medula espinhal (aumento de 10 x); B) Regido do corno dorsal
(aumento de 40 x); C) Regiao do corno ventral (aumento de 40x); D) Regido do canal central (aumento de 40x). Coloragdo FB: E)
Medula espinhal (aumento de 10 x); F) Regi&o do corno dorsal (aumento de 40 x); G) Regido do corno ventral (aumento de 40x);
H) Regido do canal central (aumento de 40x). Barra de Calibragdo: 200 pm (aumento de 10x) e 50 um (aumento de 40x). SB

(substancia branca); SC (Substancia cinzenta); CC (canal central).

21



A) Tampéo Aeitie s s D) Laminina Acida
s, (HE -10x) g% o




Figura 22: Andlise Histologica dos animais submetidos a compressao medular através da coloracdo HE. Grupos

experimentais: controle tampédo 4cido e tratado laminina &cida, sendo analisado 3 animais de cada. O tecido foi processado em
blocos de parafina, os quais foram cortados transversalmente em fatias de 4 pum de espessura. A coloragéo utilizada foi
Hematoxilina e Eosina (HE). Animal Tamp&o Acido (A-C): A) Medula Espinhal (aumento 10x); B) Substancia Branca (Aumento de
40x); C) Substancia Cinzenta (aumento 40x). Animal Laminina Acida (D-F): D) Medula Espinhal (aumento 10x); E) Substancia
Branca (Aumento de 40x); F) Substancia Cinzenta (aumento 40x). As setas descontinuas (em vermelho) indicam vesiculas (em
branco) formadas em consequéncia da morte celular. As extremidades das setas (em vermelho) indicam a presenca de nucleos na
substancia branca. Os asteriscos (em azul) demonstram a perda de parénquima tecidual. Barra de calibragédo: 200 pm (aumento

de 10x) e 50 um (aumento de 40x). SB (substancia branca); SC (Substancia cinzenta); Cav (cavidade cistica).
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Figura 23: Analise Histoldgica dos animais submetidos a compressdo medular através da coloracdo FB. Grupos

experimentais: controle tamp&o Acido e tratado laminina 4cida, sendo analisado 3 animais de cada. O tecido foi processado em
blocos de parafina, os quais foram cortados transversalmente em fatias de 4 um de espessura. A coloragéo utilizada foi Luxol Fast
Blue (FB). Animal Tamp&o Acido (A-C): A) Medula Espinhal (aumento 10x); B) Substancia Branca (Aumento de 40x); C)
Substancia Cinzenta (aumento 40x). Animal Laminina Acida (D-F): D) Medula Espinhal (aumento 10x); E) Substancia Branca
(Aumento de 40x); F) Substancia Cinzenta (aumento 40x). As setas continuas (em preto) indicam a presenca de feixes de mielina
projetados da substéncia cinzenta para a substancia branca. As extremidades das setas (em preto) indicam nucleos de células
presentes na substancia branca. SB (substancia branca); SC (Substancia cinzenta); Cav (cavidade cisitica). Barra de calibragao:

200 pm (aumento de 10x) e 50 um (aumento de 40x).
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Figura 24: Analise da area da cavidade cistica dos animais submetidos & compressdo medular através da

imunofluorescéncia com anti-GFAP em cortes longitudinais. Grupos experimentais: controle tamp&do acido e tratado

laminina &cida, sendo analisado 2 animais de cada, 8 semanas apoés a lesdo. O tecido foi congelado em nitrogénio liquido, cortado
longitudinalmente em fatias de 20 pm de espessura. A imunomarcagdo com anti-GFAP foi realizada de 3 em 3 laminas para
identificagdo do epicentro da les@o. A area da cavidade cistica foi calculada em diversos cortes, sendo aguela com a maior
extensdo considerada como epicentro. A) Animal Tampdo Acido (aumento 10x) — area da cavidade cistica medida foi de
568.259,92 um? B) Animal Laminina Acida (aumento de 10x) — area da cavidade cistica foi de 316.972,45 ym?. Barra de

calibragao: 200 pm.
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Figura 25: Analise da area da cavidade cistica dos animais submetidos a compressdo medular através da

imunofluorescéncia com anti-GFAP em corte transversais. Grupos experimentais: controle tampdo acido e tratado

laminina &cida, sendo analisado 4 animais de cada, 8 semanas apés a lesédo. O tecido foi congelado em nitrogénio liquido, cortado
transversalmente em fatias de 20 um de espessura. A imunomarcagdo com anti-GFAP foi realizada de 3 em 3 laminas para
identificagdo do epicentro da les@o. A area da cavidade cistica foi calculada em diversos cortes, sendo aquela com a maior
extensdo considerada como epicentro. A) Animal Tamp&o Acido (aumento 5x) — area da cavidade cistica medida foi de 333.933,76
um?;, B) Animal Laminina Acida (aumento de 5x) — area da cavidade cistica foi 89.117,09 ym2. A média da area da cavidade

encontrada nos animais controles e tratados analisados foi de 286.503,05 um? e de 110.707,24 ym?2. Barra de calibragdo: 200 pm.
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Figura 26: Quantificagcdo da area da cavidade cistica e da imunofluorescéncia com anti-GFAP dos animais

submetidos & compressdo medular. Grupos experimentais: controle tamp&do &cido e tratado laminina Acida. A area da

cavidade cistica foi calculada na seqiiéncia progressiva de 3 em 3 laminas marcadas com anti-GFAP, sendo o corte com maior
extensdo da lesdo considerado como epicentro da les@o. A quantificag@o dos astrdcitos foi realizada através do programa ImageJ,
avaliando a intensidade da fluorescéncia (pixels) das células marcadas na regido que circunda a cavidade. A) Gréfico da &rea da
cavidade cistica. B) Quantificacdo da imunomarcacgéo para astrécitos na regido marginal da cavidade cistica. Teste estatistico

(Teste T). (*) p < 0,05; (**) p < 0,01 e (***) p <0,001.
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Figura 27: Efeito da laminina acida na recuperacao funcional dos animais submetidos a compressao medular

durante o periodo de 7 dias. Grupos experimentais: Laminina acida e Tamp&o acido, cada qual com 10 animais. O teste BBB

foi realizado diariamente, durante 1 semana. O tratamento com laminina (Invitrogen, Quebec, CA) foi injetado na medula espinhal a
1 cm do epicentro da lesdo, na concentragdo de 100 pg/ml, volume total de 10ul. Teste estatistico (Kruskal-Wallis / One Way

ANOVA). (*) p < 0,05; (**) p < 0,01 e (***) p < 0,001.
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Figura 28: Quantificacdo de proteina C reativa, através da técnica ELISA, realizada nos animais submetidos a

compressdo medular. Grupos experimentais: rato normal, rato com inflamagdo aguda (injecdo de LPS), controle tamp&o

neutro, controle tamp&o acido, laminina neutra, laminina 4cida. Cada ponto experimental avaliou 3 ratos. As coletas de sangue
para quantificacdo da proteina C reativa foram realizadas no primeiro, segundo, quarto e sexto dias apds a compressdo medular e
injecdo do tratamento. O grafico demonstra o nivel sérico da proteina C reativa nos respectivos grupos experimentais (laminina
acida e tampao &cido) ao longo da primeira semana. Teste estatistico (One Way ANOVA). (*) p £0,05; (**) p< 0,01 e (™) p <

0,001.
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Figura 29: Analise da inflamagdo nos animais submetidos a compressdo medular, através da

imunofluorescéncia com ED1 em cortes longitudinais. Grupos experimentais: controle tamp&o acido e tratado laminina
acida, sendo analisado 4 animais de cada, 1 semana ap0s a lesdo. O tecido foi congelado em nitrogénio liquido, cortado
longitudinalmente em fatias de 20 pum de espessura. O corte demonstrado estad a 100-150 pm do epicentro da lesdo. A
imunomarcagdo a com ED1 permitiu a visualizagdo de macréfagos e microglias situados proximo a cavidade cistica. A) Animal
Tamp&o Acido (aumento 10x). B) Animal Laminina Acida (aumento de 10x). As setas indicam macrdéfagos/microglias marcados

positivamente ao longo do tecido e préximo a cavidade cistica (Cav). Barra de calibragédo: 200 pm.
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Figura 30: Analise da inflamagcdo nos animais submetidos a compressdo medular, através da

imunofluorescéncia com ED1 em cortes transversais. Grupos experimentais: controle tamp&o acido e tratado laminina

acida, sendo analisado 4 animais de cada, 1 semana apo0s a lesdo. O tecido foi congelado em nitrogénio liquido, cortado
transversalmente em fatias de 20 pum de espessura. O corte demonstrado est4d a 100-150 pm do epicentro da lesdo. A
imunomarcagdo com ED1 permitiu a visualizagdo de macr6fagos e microglias situados proximo a cavidade cistica. A) Animal
Tampé&o Acido (aumento 5x). B) Animal Laminina Acida (aumento de 5x). As setas indicam o infilirado inflamatério, onde estdo

presentes os macrofagos e microglias marcados positivamente proximos a cavidade cistica (Cav). Barra de calibragdo: 200 pm.
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Figura 31: Quantificacdo da imunofluorescéncia com ED1 dos animais submetidos a compressdo medular.

Grupos experimentais: controle tampéo &cido e tratado laminina acida. O tecido analisado para quantificacdo representada em
ambos os gréficos foi extraido de 8 animais de cada grupo, e cortados nos sentidos transversal (4) e longitudinal (4). A
quantificacdo dos macréfagos e microglias foi realizada através do programa ImageJ, avaliando a intensidade da fluorescéncia
(pixels) das células marcadas na regido que circunda a cavidade. Teste estatistico (Teste T). (*) p £ 0,05; (**) p< 0,01 e (**)p <

0,001.
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Figura 32: Locais selecionados para analise dos ensaios de imunoperoxidase dos animais submetidos a

compressdo medular. Foto macroscopica de um corte congelado (20 um de espessura), 8 semanas ap0s a compressio

medular, realizada com méquina fotografica digital, sobre um fundo preto e iluminacdo com fibra éptica. Os locais especificos para
andlise das imunomarcacdes foram: A) regido do infiltrado inflamatéria; B) a regido proxima a cavidade cistica; C) a substancia

branca.
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Figura 33: Andlise da inflamacdo nos animais submetidos a compressdo medular, na regido do infiltrado

inflamatoério, através da imunoperoxidase com ED1. Grupos experimentais: controle tamp&o acido e tratado laminina

acida, sendo analisado 3 animais de cada, 8 semana ap0s a leséo. O tecido foi processado em blocos de parafina, os quais foram
cortados transversalmente em fatias de 4 um de espessura. A imunomarcagdo com ED1 permitiu a visualizagdo de macréfagos e
microglias situados proximo a cavidade cistica, na regido dorsal. Animal Tamp&o Acido: A) Regido do infiltrado com aumento de
10x, B) Regido do infiltrado com aumento de 40x. Animal Laminina Acida: C) Regi&o do infiltrado com aumento de 10x, D) Regi&o
do infiltrado com aumento de 40x. As setas indicam as células positivamente marcadas para ED1 na regido do infiltrado

inflamatorio dentro da substancia branca (SB). Barra de calibracdo: 100 um (aumento de 20x) e 50 um (aumento de 40x).
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Figura 34: Analise da inflamacdo dos animais submetidos a compressdo medular, nas regides proximas a

cavidade cistica e na substancia branca, através da imunoperoxidase com ED1. Grupos experimentais: controle

tampdao acido e tratado laminina acida, sendo analisado 3 animais de cada, 8 semana apoés a lesdo. O tecido foi processado em
blocos de parafina, os quais foram cortados transversalmente em fatias de 4 um de espessura. A imunomarcagdo com ED1
permitiu a visualizacdo de macrofagos e microglias situados préximo a cavidade cistica, na regido proxima a cavidade cistica (A e
C) e a substancia branca (B e D). Animal Tamp&o Acido: A) Regido proxima a cavidade cistica com aumento de 40x, B) Regi&o da
substancia branca com aumento de 40x. Animal Laminina Acida: C) Regifio préxima a cavidade cistica com aumento de 40x, D)
Regido da substancia branca com aumento de 40x. As setas (em vermelho) indicam células positivamente marcadas por ED1

proximo a cavidade cistica (Cav). Barra de calibracdo: 50 um (aumento de 40x).
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Figura 35: Analise da regeneracdo axonal dos animais submetidos a compressdao medular através da

imunofluorescéncia com anti-GAP 43. Grupos experimentais: controle tampdo &cido e tratado laminina Acida, sendo

analisado 4 animais de cada, 8 semanas apos a leséo. O tecido foi congelado em nitrogénio liquido, cortado longitudinalmente em
fatias de 20 um de espessura. A imunomarcagao com anti-GAP 43 permitiu a visualizagdo de neurbnios em crescimento, situados
proximo & cavidade cistica, na substancia branca e principalmente na cinzenta. As imagens demonstradas nesta figura
correspondem a cortes situados a 100-150 pm de distancia do epicentro da lesdo. A) Animal Tamp&o Acido (aumento 5x); B)
Animal Laminina Acida (aumento de 5x). A area tracejada por hifens indica a presenca de neurénios marcados com anti-GAP 43
na regido do corno dorsal, enquanto aquela tracejada por pontos indica células positivamente marcadas nas proximidades da

cavidade cistica (Cav). Barra de calibragédo: 200 pm.
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Figura 36: Quantificacdo da imunofluorescéncia com anti-GAP 43 dos animais submetidos a compressao

medular. Grupos experimentais: controle tamp&o acido e tratado laminina acida, sendo analisado 4 animais de cada grupo. O

tecido foi congelado em nitrogénio liquido, cortado transversalmente em fatias de 20 pm de espessura. A quantificacdo dos
neurdnios em processo de regeneracdo foi realizada através do programa ImageJ, avaliando a intensidade da fluorescéncia
(pixels) das células marcadas em diferentes locais da substancia cinzenta, tanto na regido dorsal e ventral, quanto proxima a

cavidade cistica. Teste estatistico (Teste T). (*) p < 0,05; (**) p< 0,01 e (***) p < 0,001.
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Figura 37: Histograma da imunofluorescéncia com anti-GAP 43 na regido proxima a cavidade cistica dos

animais submetidos a compressdo medular. Grupos experimentais: controle tamp&o acido e tratado laminina acida, sendo

analisado 4 animais de cada grupo. O tecido foi congelado em nitrogénio liquido, cortado transversalmente em fatias de 20 um de
espessura. A quantificacdo dos neurdnios em processo de regeneracgdo foi realizada através do programa Imaged, avaliando a
intensidade da fluorescéncia (pixels) das células marcadas localizadas na substancia cinzenta, nas proximidades da cavidade

cistica.
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Figura 38: Efeito da laminina &cida na recuperacdo funcional dos animais submetidos a transeccdo medular

parcial. Grupos experimentais: Laminina acida de camundongo e Tamp&o &cido, cada qual com 10 animais. O teste BBB foi

realizado semanalmente, durante 8 semanas. O tratamento com laminina (Invitrogen, Quebec, CA) foi injetado na medula espinhal
nos dois cotos distal e proximal (ndo separados totalmente), na concentragéo de 100 pg/ml, volume total de 10ul. O teste BBB foi

realizado semanalmente. Teste estatistico (Kruskal-Wallis / One Way ANOVA). (*) p <0,05; (**) p=< 0,01 e (***) p = 0,001.

55



Efeito da Laminina Acida na Transecc&o

BBB Score

Medular Completa

—M®— Laminina Acida

—_@— Controle Cirurgico

*kk *k* *k*

o et

i

/.

Semanas

56



Figura 39: Efeito da laminina &cida na recuperacdo funcional dos animais submetidos a transeccdo medular

completa. Grupos experimentais: laminina acida, tamp&o acido e controle cirtrgico, cada qual com 7 animais. O teste BBB foi

realizado semanalmente, durante 8 semanas. O tratamento com laminina (Invitrogen, Quebec, CA) foi injetado na medula espinhal
nos dois cotos distal e proximal (separados totalmente), na concentracdo de 100 pg/ml, volume total de 10ul. O grafico ndo
apresenta o grupo experimental do tamp&o &cido porque o mesmo apresentou o mesmo perfil do controle cirdrgico. Teste

estatistico (Kruskal-Wallis/ One Way ANOVA). (*) p < 0,05; (**) p =0,01 e (***) p < 0,001.
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Figura 40: Comparacao entre os efeitos da laminina acida de camundongo, laminina acida humana e células

mesenquimais na recuperacdo funcional dos animais submetidos a transeccdo medular completa. Grupos

Experimentais: Laminina acida de camundongo (7 animais), laminina &cida humana (5 animais), células mesenquimais de tecido
adiposo (5 animais) e controle cirargico (7 animais). O teste BBB foi realizado semanalmente, durante 8 semanas. Os tratamentos
com laminina-111 de camundongo (Invitrogen, Quebec, CA) e laminina -211 humana (cedida pelo Dr. Peter Yurchenco) foram
injetados na medula espinhal nos dois cotos distal e proximal (separados totalmente), na concentragdo de 100 pg/ml, volume total
de 10ul. As células mesenquimais derivadas de tecido adiposo humana foi injetada no mesmo local, diluida em DMEM, na
concentragdo de 5 x 10 5,com 0 mesmo volume final. Teste estatistico (Kruskal-Wallis/ One Way ANOVA). (*) p < 0,05; (**) p < 0,01

e (***) p <0,001.

59



Ve

A) Tampéo Acido

ina Acida

nNa

B) Lam

60



Figura 41: Andlise Histologica dos animais submetidos a transec¢cdo medular completa. Grupos experimentais:

controle tampdo éacido e tratado laminina acida, sendo analisado 3 animais de cada. O tecido foi processado em blocos de
parafina, os quais foram cortados transversalmente em fatias de 4 um de espessura. A coloragéo utilizada foi Hematoxilina e
Eosina (HE). Os cortes selecionados para esta demonstracdo correspondem ao epicentro da lesdo, no interior do tecido que
conectava os dois cotos distal e proximal. A) medula espinhal do animal tamp&o &cido (aumento 10x); B) medula espinhal do
animal laminina acida (aumento 10x). CC (canal medular); SB (substancia branca); SC (substancia cinzenta); L (local de lesédo

tecidual). Barra de calibragdo: 200 pm (aumento de 10x).
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Figura 42: Analise Histologica dos animais controles submetidos a transec¢cdo medular completa. Analise do

grupo experimental controle tampado acido (3 animais). O tecido foi processado em blocos de parafina, os quais foram cortados
transversalmente em fatias de 4 um de espessura. A coloracdo utilizada foi Hematoxilina e Eosina (HE). Os cortes selecionados
para esta demonstracdo correspondem ao epicentro da leséo, no interior do tecido que conectava os dois cotos distal e proximal.
A) Canal central (aumento 20x); B) Substancia branca na regiéo ventral (aumento 40x); C) Tecido de cicatrizagédo na regiéo dorsal
(aumento de 40x); D) Substancia cinzenta na regido dorsal (aumento de 40x). A seta continua (em vermelho) indica o canal central
da medula espinhal (figura A). As seta continuas (em azul) indicam os vasos sanguineos. A seta descontinua (em vermelho) indica
vesiculas (em branco) formadas em consequéncia da morte celular. A extremidade da seta (em vermelho) indica ndcleos
achatados das células desta zona de cicatrizagdo. Os asteriscos (em azul) indicam perda de parénquima tecidual. Barra de

calibragdo: 100 pm (aumento de 20x) e 50 pm (aumento de 40x).
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Figura 43: Analise Histolégica dos animais tratados com laminina acida submetidos a transeccdo medular

completa. Analise do grupo experimental tratado com laminina acida de camundongo (3 animais). O tecido foi processado em

blocos de parafina, os quais foram cortados transversalmente em fatias de 4 pum de espessura. A coloragéo utilizada foi
Hematoxilina e Eosina (HE). Os cortes selecionados para esta demonstragéo correspondem ao epicentro da leséo, no interior do
tecido que conectava os dois cotos distal e proximal. A) Canal central (aumento 20x); B) Substéncia branca na regiao ventral
(aumento 40x); C) Tecido de separagao entre a substancia branca e cinzenta na regido dorsal (aumento de 40x); D) Substéancia
cinzenta na regido dorsal (aumento de 40x). A seta continua (em vermelho) indica o canal central da medula espinhal (figura A). As
seta continuas (em azul) indicam vasos sanguineos. A seta descontinua (em vermelho) indica vesiculas (em branco) formadas em
consequéncia da morte celular. Os asteriscos (em azul) indicam perda de parénquima tecidual. Barra de calibragdo: 100 pm

(aumento de 20x) e 50 pm (aumento de 40x).
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Figura 44: Locais selecionados para analise dos ensaios de imunoperoxidase dos animais submetidos a

transeccdo medular completa. Foto macroscépica de um corte congelado, 8 semanas apds a transecgdo medular, realizada

com magquina fotografica digital, sobre um fundo preto e iluminagdo com fibra Optica. O tecido analisado foi congelado em
nitrogénio liquido, cortado transversal em fatias de 20 um de espessura. Este corte de carater ilustrativo corresponde ao inicio da
lesdo, a 250 pm de seu epicentro. Os locais especificos para analise das imunomarcac¢des foram: A) regido do infiltrado

inflamatoria; B) a regido proxima a cavidade cistica; C) a substancia branca.
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Figura 45: Analise da cicatriz glial dos animais submetidos a transeccdo medular completa, na regido do

infiltrado inflamatério e proximo a area da lesdo, através da imunoperoxidase com anti-GFAP. Grupos

experimentais: controle tampéo &cido e tratado laminina acida, sendo analisado 3 animais de cada, 8 semana apos a leséo. O
tecido foi processado em blocos de parafina, os quais foram cortados transversalmente em fatias de 4 um de espessura. A
imunomarcagdo com anti-GFAP permitiu a visualizagdo de astrocitos situados na regido do infiltrado inflamatério (A e C) e na
margem da cavidade cistica (B e D). Animal Tamp&o Acido: A) Regido do infiltrado com aumento de 20x, C) Regido proxima a
lesdo com aumento de 40x. Animal Laminina Acida: B) Regido do infilirado com aumento de 20x, D) Regi&o préxima a lesdo com
aumento de 40x. A contagem de células marcadas para GFAP proxima a &rea da leséo foi realizada somente neste campo de
aumento 40x para ilustrar a diferenca da quantidade de astrécitos presentes neste local em ambos os animais. SC (substancia
cinzenta); SB (substancia branca); L (local de lesdo). A &rea tracejada indica o local do infiltrado inflamatério. Barra de calibragéo:

100 pm (aumento de 20x) e 50 pm (aumento de 40x).
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Figura 46: Analise da inflamacdo nos animais submetidos a transeccdo medular completa, na regido da

substancia branca, através da imunoperoxidase com ED1. Grupos experimentais: controle tampdo &cido e tratado

laminina acida, sendo analisado 3 animais de cada, 8 semana apoés a leséo. O tecido foi processado em blocos de parafina, os
quais foram cortados transversalmente em fatias de 4 um de espessura. A imunomarcagao com ED1 permitiu a visualizacdo de
macréfagos e microglias situados na regido da substancia branca (A-D). Animal Tamp&do Acido: A) Substancia branca com
aumento de 20x, C) Substancia branca com aumento de 40x. Animal Laminina Acida: B) Substancia branca com aumento de 20x,
D) Substancia branca com aumento de 40x. A contagem de células positivas para ED1 na substancia cinzenta foi realizada
somente neste campo de aumento 40x para ilustrar a diferengca da quantidade de células presentes neste local em ambos os

animais. Barra de calibragéo: 100 um (aumento de 20x) e 50 um (aumento de 40x).
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Figura 47: Andlise da inflamag&o nos animais submetidos a transec¢cdo medular completa, na regido proxima a

area da lesdo e do infiltrado inflamatério, através da imunoperoxidase com ED1. Grupos experimentais: controle

tamp&o &cido e tratado laminina &cida, sendo analisado 3 animais de cada, 8 semana apds a lesdo. O tecido foi processado em
blocos de parafina, os quais foram cortados transversalmente em fatias de 4 um de espessura. A imunomarcagédo com ED1
permitiu a visualizacdo de macro6fagos e microglias situados na regido proxima a area da lesdo (A e B) e na regido do infiltrado
inflamatério (C e D). Animal Tamp&o Acido: A) Regido proxima a lesdo com aumento de 40x; C) Regido do infiltrado inflamat6rio
com aumento de 40x. Animal Laminina Acida: B) Regi&o proxima a lesdo com aumento de 40x; D) Regido do infiltrado inflamatério
com aumento de 40x. A é&rea tracejada indica a regido do infiltrado inflamatorio. L (Local de leséo tecidual). Barra de calibrag&o:

100 pm (aumento de 20x) e 50 um (aumento de 40x).
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Figura 48: Analise da regeneracdo axonal nos animais submetidos a transeccdo medular completa, na regiao

da substancia branca e préxima a area da lesao, através da imunoperoxidase com GAP-43. Grupos experimentais:

controle tampao éacido e tratado laminina acida, sendo analisado 3 animais de cada, 8 semana apds a lesdo. O tecido foi
processado em blocos de parafina, os quais foram cortados transversalmente em fatias de 4 um de espessura. A imunomarcagao
com anti- GAP 43 permitiu a visualizagdo de neurdnios em processo de regeneracao, situados na substancia branca (A e B) e na
regido proxima a area da lesdo (C e D). Animal Tamp&o Acido: A) Substancia Branca com aumento de 40x; C) Regi&o préxima a
lesdo com aumento de 40x. Animal Laminina Acida: B) Substancia Branca com aumento de 40x; D) Regido proxima a lesdo com
aumento de 40x. As setas (em vermelho) indicam células positivamente marcadas com anti-GAP 43. L (Local de leséo tecidual).

Barra de calibrag&o: 50 um (aumento de 40x).
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Figura 49: Andlise da regeneracdo axonal no animal controle submetido a transeccdo medular completa,

através da marcacédo com o neurotracador Fluorogold. A andlise foi realizada em 1 animal que pertence ao grupo controle

tamp&o, 8 semana apds a lesdo. O tecido foi processado no vibratomo, em cortes longitudinais de 50 pm. O local selecionado para
contagem das células marcadas com Fluorogold foi a regido proxima ao tronco encefalico, em 4 pontos diferentes na substancia
cinzenta de cada corte: lateral direita (A), medial direita (B), lateral esquerda (C) e medial esquerda (D). Os nucleos das células da
amostra foram marcados com Topro, visualizados com a cor vermelha, e as células positivamente marcadas com FG podem ser
visualizados pela cor verde. A leitura em cada um dos pontos foi realizada em fatias de 12 um. As imagens foram realizadas no

microscopio confocal multifotdnico, no aumento de 40x. Barra de calibracéo: .
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Figura 50: Andlise da regeneracdo axonal no animal tratado com laminina acida submetido a transeccao

medular completa, através da marcacdo com o neurotracador Fluorogold. A analise foi realizada em 1 animal que

pertence ao grupo tratado com laminina acida de camundongo, 8 semana apoés a leséo. O tecido foi processado no vibrdtomo, em
cortes longitudinais de 50 pm. O local selecionado para contagem das células marcadas com Fluorogold foi a regido préxima ao
tronco encefalico, em 4 pontos diferentes na substancia cinzenta de cada corte: lateral direita (A), medial direita (B), lateral
esquerda (C) e medial esquerda (D). Os nucleos das células da amostra foram marcados com Topro, visualizados com a cor
vermelha, e as células positivamente marcadas com FG podem ser visualizados pela cor verde. A leitura em cada um dos pontos
foi realizada em fatias de 12 um. As imagens foram realizadas no microscépio confocal multifotdnico, no aumento de 40x. Barra de

calibracao: .
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Figura 51: Quantificacdo das células marcadas com Fluorogold dos animais submetidos a transec¢cdo medular

completa. A analise foi realizada em um animal que pertence ao grupo experimental controle tamp&o acido e um tratado com

laminina &cida, 8 semana apds a lesdo. O tecido foi processado no vibrdtomo, em cortes longitudinais de 50 um. As células
positivamente marcadas com FG podem ser visualizadas pela cor amarelo claro e eventualmente cor branca no microscopio de
fluorescéncia, utilizando o filtro ultravioleta, no aumento de 40x. Os locais selecionados para contagens das células marcadas com
Fluorogold foram a regido proxima ao tronco encefélico e aquela proxima a transeccdo completa da medula, na porcao rostral a
lesdo. A leitura em cada uma das regibes foi realizada em fatias de 12 e 8 um, respectivamente. A tabela apresenta o nimero de
células contadas nestas duas regides em ambos 0s animais (controle e tratado). A) Animal tampédo &cido; B) Animal laminina

acida. Barra de calibracao:
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Complementar 1: Imunomarcacédo com anti-GFAP em cortes transversais. O ensaio demonstra a eficacia da

marcacao de astrécitos com anti-GFAP na delimitag@o da cavidade cistica (aumento de 40x).
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Complementar 2: Quantificacdo da area da cavidade cistica e identificacdo do epicentro da leséo, através da

imunomarcacdo com anti-GFAP em cortes transversais. A marcagéo de astrocitos com anti-GFAP nas sequéncia de 3 em

3 laminas permitiu identificar a lamina com maior area de lesédo. Barra de calibragdo: 200 ym (aumento de 5x).
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Complementar 3: Comparagéo entre as imunomarcacado com anti-GFAP em cortes transversais. A realizagdo de

ensaios de imunofluorescéncia com anti-GAP 43 e Tujl em laminas subsequentes (distancia de 100-150 ym entre elas) sugere a
presenca de neurdnios em crescimento localizados na mesma regido marcada positivamente com Tujl nos animais tratados com
laminina. J& os animais controles ndo apresentaram uma marcagdo expressiva com anti-GAP 43, assim como também é

observado no ensaio com Tujl. Barra de calibragdo: 200 yum (aumento de 5x).
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