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Resumo 

 

Os neurônios Sistema Nervoso Periférico (SNP) são capazes de regenerar 

seus axônios após sofrerem uma lesão, diferentemente do que ocorre no Sistema 

Nervoso Central (SNC). No entanto, em muitos casos, essa regeneração não é 

completa e, portanto não é capaz de promover uma melhora funcional. Após 

transecção total do nervo ciático ocorre no gânglio da raiz dorsal (GRD) uma perda de 

aproximadamente 40% de neurônios. Neste trabalho, Investigamos o possível papel 

das células tronco derivadas da medula óssea na regeneração do SNP. Como 

modelo experimental utilizamos a transecção do nervo ciático em ratos e 

camundongos. O nervo seccionado foi reconectado no interior do tubo de polietileno e 

em seguida o interior do tubo foi preenchido com células derivadas de medula óssea 

(CDMO) ou PBS. Observamos aumento da sobrevivência neuronal no GRD além da 

regeneração de axônios sensitivos e motores presentes no nervo ciático após 7, 21 e 

42 dias da lesão e tratamento. A análise das CDMO injetadas no interior do tubo não 

mostrou potencial de diferenciação em células de Schwann. No entanto, as CDMO 

apresentaram atividade trófica capaz de promover sobrevivência neuronal e 

neuritogênese in vitro.  Além disso, a atividade trófica de CDMO aumentou a 

migração e a proliferação de células gliais tanto no SNP quanto no SNC. Nossos 

resultados sugerem que a atividade trófica de CDMO aumenta a regeneração no SNP 

agindo em populações neuronais e em populações glias. 
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Abstract 

 

 

Differently from the central nervous system (CNS), neurons from peripheral 

nervous system (PNS) are able to regenerate their axons after nerve lesion. 

However, very often this regeneration is not complete and does not represent any 

functional recovery. After sciatic nerve transaction it is estimated that 40% of dorsal 

root ganglia (DRG) neurons die. In the present work, we investigated a possible role 

for bone marrow-derived stem cells in the PNS regenration. After sciatic nerve total 

transection in adult rats both proximal and distal stumps were reconnected inside a 

polyethylene guide tube. After connection, the gap between both stumps (4mm) was 

filled with bone marrow derived cells (BMDC). We observed DRG neuronal survival 

and axonal regeneration of both sensory and motor axons seven, twenty and forty 

two days after the lesion and treatment. BMDC injected inside the guide tube does 

not showed any differentiation into Schwann cells in vivo. However, trophic factor 

released BMDC induced neuronal survival and neuritogenesis in vitro. Moreover, 

trophic activity derived from bone marrow cells increased migration and proliferation 

of glial cells in both PNS and CNS. Taken together, these results suggest that 

trophic activity derived from bone marrow cells improves PNS regeneration acting on 

both neuronal and glial population.  
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1- Introdução 

 

1.1- O Desenvolvimento do Sistema Nervoso Periférico 

  

 O sistema nervoso periférico (SNP), assim como o sistema nervoso central 

(SNC), tem sua origem a partir do folheto embrionário ectodérmico. Logo após o 

dobramento da placa neural e formação do tubo neural, uma população de células 

proveniente das bordas da placa neural se separa do tubo neural formando a crista 

neural (Figura1A). As células da crista neural têm uma grande capacidade 

proliferativa e migratória dando origem aos neurônios e a glia do SNP além de 

diversas outras populações celulares como melanócitos e células epiteliais. Numa 

primeira etapa de migração, as células da crista neural após se distanciarem do tubo 

neural, aglomeram-se e diferenciam-se em células comprometidas com o fenótipo de 

neurônios e glia (LeDouarin et al., 2007). Após a diferenciação, os neurônios iniciam 

o processo de extensão axonal a partir dos aglomerados celulares denominados, a 

partir de agora, de gânglios. Duas projeções axonais são enviadas: uma em direção 

ao tubo neural, denominada de ramo central e outra em direção à periferia, o ramo 

periférico. Essas projeções axonais, ao encontrarem seus alvos, servem de guia 

para que células da crista neural, precursores neuronais ou gliais migrem para a 

região correta ao longo do nervo em desenvolvimento (Pietri et al., 2004). Essas 

células migratórias da segunda etapa tendem a formar no SNP em desenvolvimento, 

as células de Schwann e fibroblastos, que irão constituir a camada de tecido 

conjuntivo mais interna dos nervos, o endoneuro (Joseph et al., 2004).  

Maro e colaboradores (2004) demonstraram que existe uma população de 

células precursoras provenientes da crista neural que migra e habita por um curto 
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período de tempo duas regiões distintas do SNP em desenvolvimento. Uma delas 

seriam as raízes dos nervos espinhais e a outra seria a zona de entrada do gânglio 

da raiz dorsal. Para essa demonstração o grupo utilizou a técnica de Knock in CRE 

recombinase no locus do gene Krox 20 de forma que o produto lac Z ou a proteína 

fluorescente amarela (YFP) fossem expressos como indicador de transfecção em 

camundongos no período embrionário de E10 até E15.  Segundo o grupo, essa 

população de células pertence à chamada segunda onda migratória no 

desenvolvimento do SNP e dão origem as células precursoras de Schwann que 

ocupam as raízes dorsais. As células concentradas na região de entrada do GRD 

dão origem principalmente a neurônios de corpo celular pequeno (nociceptivos) e 

células satélite. 

O SNP compreende aglomerados de corpos celulares de neurônios (gânglios) e 

nervos. Em mamíferos adultos esses neurônios são circundados por um tipo celular 

glial denominado de células satélite. Essas células além de função estrutural no 

gânglio, também são fundamentais para a sobrevivência e manutenção da atividade 

fisiológica dos neurônios. Através de junções comunicantes, as células satélite 

exportam para os neurônios moléculas como o fator de crescimento do nervo (NGF), 

o fator de crescimento derivado do cérebro (BDNF) e o AMPc (Wetmore e Olson, 

1995). Além dessa população glial, as células de Schwann e seus precursores 

também residem nos gânglios, exercendo funções na organização e mielinização 

das projeções axonais e dando origem às novas células de Schwann, 

respectivamente. No final do desenvolvimento os nervos periféricos são formados 

por células de Schwann que podem formar ou não bainha de mielina nos axônios. 

Os axônios por sua vez são os principais componentes dos nervos, por conduzirem 

o impulso elétrico no sentido aferente (em direção ao SNC) ou eferente (na direção  
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O Nervo Ciático

Adaptado de: Pevny e Rao, 2003.
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Figura 1A – Desenho ilustrativo dos períodos iniciais do desenvolvimento do sistema nervoso e  da 
migração das células da crista neural dando origem aos principais tipos celulares que formam o 
SNP. Dobramento da placa neural formando o tubo neural (azul claro) e a crista neural (laranja, esquema à
esquerda). A partir da crista neural migram células da crista neural que irão formar as populações celulares 
que constituem o SNP (esquema à direita). Células da crista neural originam neurônios, células de 
Schwann e fibroblastos.

Figura 1B - Desenho ilustrativo da anatomia do nervo ciático de ratos adultos. Projeções axonais dos 
motoneurônios contidos no corno anterior (região ventral) da medula espinhal se unem as projeções 
periféricas do GRD formando um dos três segmentos (L4, L5 ou L6) que mais adiante vão se unir e formar o 
nervo ciático. A partir do GRD partem também projeções axonais (raízes dorsais) em direção ao corno dorsal 
da medula espinhal.  
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do tecido alvo). Além disso, fibroblastos formam três camadas de tecido conjuntivo 

denominadas de endoneuro, epineuro e perineuro. Essas camadas de tecido 

conjuntivo possuem importante função estrutural e de manutenção da composição 

da matriz extracelular. 

O SNP pode ser ainda dividido em três componentes principais: o componente 

somático, autonômico (Sistema Nervoso Autônomo - SNA) e o sistema nervoso 

entérico. As estruturas somáticas do SNP são constituídas por dois componentes 

distintos, o motor e o sensitivo.  

Além dos neurônios do GRD, seus prolongamentos e as células da glia, fazem 

parte do SNP os axônios dos neurônios motores. Os neurônios motores são 

unipolares com seus corpos celulares contidos no corno anterior da medula espinhal 

e estendem seus axônios até o tecido-alvo, representado pela musculatura estriada 

esquelética ou até a musculatura lisa e glândulas no caso dos axônios do SNA. 

 

1.2- O Nervo Ciático como Modelo de estudo do SNP: 

 

O nervo ciático pertence ao componente somático do SNP, sendo que sua 

composição é mista, isto é, possui axônios de neurônios sensoriais e motores.  Os 

corpos dos neurônios motores que compõem o nervo ciático do rato encontram-se 

no corno anterior da medula espinhal ao nível das vértebras lombares L4, L5 e L6.  

Os neurônios sensoriais, que compõem o GRD, têm suas projeções axonais centrais 

conectadas a neurônios presentes no corno dorsal da medula espinhal, também ao 

nível das vértebras lombares L4, L5 e L6 (Figura 1B). As projeções axonais 

periféricas dos neurônios sensoriais e as projeções motoras inervam de forma 

homogênea três grupamentos musculares específicos presentes nos membros 
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posteriores do rato: lateral gastrocnêmio, solear e tibial anterior. Esses grupos 

musculares são inervados exclusivamente pelos axônios do nervo ciático. A maioria 

das fibras do nervo ciático são mielinizadas pelas células de Schawnn, mas há uma 

parte das fibras sensoriais que são não mielinizadas (para revisão ver: Sherman e 

Brophy, 2005).  

 

 

1.3- A Célula de Schwann e a Bainha de Mielina 

 

 As células de Schwann são responsáveis pela formação da bainha de mielina 

no SNP enquanto que no SNC os oligodendrócitos desempenham este papel. Outra 

diferença quanto à mielinização é que um único oligodendrócito é capaz de 

mielinizar mais de um axônio, enquanto uma célula de Schwann mieliniza apenas 

um axônio (Poliak e Peles, 2003; Fields e Stevens-Graham, 2003) (Figura 2) 

 Diversos estudos têm demonstrado a plasticidade das células de Schwann 

desde sua origem a partir das células precursoras da crista neural. Este dinamismo 

está relacionado a capacidade dessas células de se tornarem mielinizantes ou não-

mielinizantes. Durante o desenvolvimento de vertebrados, uma população de 

células-tronco da crista neural dá origem a células precursoras, com capacidade de 

diferenciação em células de Schwann ou neurônios periféricos (Jessen e Mirsky, 

1999; Mirsky et al., 2002). Uma vez que essas células precursoras assumem o 

fenótipo de células de Schwann imaturas, irão então se tornar células mielinizantes 

ou não mielinizantes. Recentemente foi descrito que a quantidade de neuregulina-1 

expressa por axônios determina se essas fibras serão ou não mielinizadas. 

(Taveggia et al., 2002, Michailov et al., 2004) (Figura 3B). O estado mielinizante da  
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Adaptado de: Poliak e Peles 2005

Figura 2 – Ilustração das diferenças entre a  mielinização por células de Schwann e por 
Oligodendrócitos.  No SNP as células de Schwann é capaz de mielinizar apenas um axônio (A) 
enquanto no SNC os oligodendrócitos são capazes de mielinazar mais de um axônio (B). Astrócitos
perinodais, no SNC, fazem contato com os espaços nodais. Em nervos periféricos não foram 
descritas populações gliais exercendo a mesma função dos astrócitos perinodais.   
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célula de Schwann diz respeito à capacidade de formar a bainha de mielina em 

algumas populações de axônios periféricos.  

 Os estudos sobre o desenvolvimento das células de Schwann podem ser 

descritos em duas partes. A primeira descreve sua origem a partir das células da 

crista neural até a formação da célula precursora, com programa celular já definido 

(Jessen et al. 1994) (figura 3A).  O grupo de Jessen e colaboradores caracterizaram 

a célula precursora de Schwann distinguindo-a das células da crista neural. Neste 

estudo foi observado que a proteína associada ao crescimento (GAP-43) era 

expressa somente nas células precursoras no período embrionário de E15 em 

roedores. Além da expressão de moléculas, a interação celular, o comportamento 

migratório e a regulação da apoptose foram parâmetros adicionais na caracterização 

das duas populações celulares. A análise da expressão de S100-β, um marcador 

característico da célula de Schwann madura, mostrou que a porcentagem de células 

positivas para esta proteína aumenta de 7% para 90% entre E15 e E18 em 

camundongos. Esse estudo mostrou ainda que o fator de crescimento de 

fibroblastos (FGF) era capaz de manter as células precursoras de Schwann vivas na 

ausência de axônios in vitro. Em camundongos nocaute para β-neuregulina, que é 

um fator produzido por neurônios, a sobrevivência das células precursoras de 

Schwann foi reduzida, sugerindo que os receptores desse fator (ErbB2 e ErbB3) 

estão presentes em células de Schwann e quando ativados levariam à sinalização 

de vias anti-apoptóticas (Garratt et al. 2000a e b). Os receptores ErbB2, no entanto, 

parecem não ser importantes para mielinização, proliferação ou sobrevivência de 

células de Schwann após lesão (Atanasoski et al., 2006). Durante a mielinização 

grandes mudanças ocorrem no padrão de expressão gênica das células de 

Schwann. A formação da bainha de mielina necessita de extensa síntese de  
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Adaptados de: Lemke e cols. 2006, Taveggia e cols. 2005, Michailov e cols. 2004

A

B1
Adaptado: Mirsky e colaboradores 2002

Figura 3A – Ilustração do desenvolvimento da células de Schwann à partir das células de crista 
neural. Células da crista neural dão origem a células precursoras de Schwann que por sua vez originam 
células de Schwann imaturas. A partir desse fenótipo imaturo as células de Schwann podem se tornar 
células mielinizantes, passando por um período pró-mielinizante ou podem se tornam células não 
mielinizantes. Uma célula mielinizante pode, no entanto, se tornar uma célula não mielinizante (ou vice-
versa) durante a regeneração de um nervo periférico, passando pelo fenótipo de célula de Schwann
imatura (setas pontilhadas).  

Figura 3B – O papel da Neuregulina-1 na mielinização por células de Schwann. A quantidade de 
neuregulina-1 expressa nos axônios (pontos ao longo do axônio) periféricos durante o desenvolvimento 
determina se a célula de Schwann imatura será mielinizante ou não mielinizante (B1). Além disso a 
quantidade de neuregulina expressa por axônios determina a espessura da mielinização (B2 e B3) e a 
organização dos axônios pelas células de Schwann não mielinizantes (B3).   
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membrana plasmática, de alterações na expressão gênica e de modificações em seu 

citoesqueleto para permitir formas espiraladas e o envolvimento dos axônios. 

Proteínas de mielina, as quais incluem periaxina, MAG, P0, MBP e PMP22, são 

fortemente expressas, enquanto outras proteínas, como N-CAM, p75 e GFAP, que 

estão presentes em células precursoras de Schwann e células maduras não 

mielinizantes têm sua expressão reduzida de forma marcante (Jaegle e Maijer, 

1998). Sox10, Oct-6 e Krox-20 são fatores de transcrição induzidos durante a 

interação entre o axônio e a célula de Schwann necessários para que células 

precursoras de Schwann se tornem maduras (Britsch et al., 2001).   

A proximidade das células de Schwann com axônios de neurônios cujas 

projeções encontram-se estabelecidas favorece o estado mielinizante. No entanto, 

com a ocorrência de uma injúria que leve ao rompimento de axônios periféricos, 

células mielinizantes podem se tornar não mielinizantes e sobreviverem, mesmo na 

ausência de interação axônio-glia (para revisão ver: Jessen e Mirsky, 2002). Células 

de Schwann maduras que perdem o contato com axônios em função de um 

rompimento por transecção, sofrem alterações na sua morfologia e na expressão 

gênica (Bajestan et al., 2006). Essas mudanças levam a alteração dos seus papéis 

biológicos no SNP.   

O grupo de Barres demonstrou que o NGF é capaz de promover mielinização 

(expressão de MAG e P0) em axônios de neurônios do GRD pelas células de 

Schwann (Chan et al., 2004). No entanto, o oposto foi observado em relação à 

mielinização de axônios do GRD por oligodendrócitos, ou seja, o NGF inibiu a 

mielinização. Por outro lado, as proteínas plasmáticas S100-β e CNPase, presentes 

em células de Schwann e oligodendrócitos respectivamente, foram utilizadas como 

controle e não apresentaram alterações nas suas expressões na presença ou não 
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de NGF.  Ainda quanto à mielinização, foi demonstrado que camundongos nocaute 

para uma molécula de superfície chamada periaxina causa deformação na 

morfologia do citoplasma de células de Schwann mielinizantes. (Court et al., 2004). 

As bandas de Cajal, que são projeções do citoplasma das células de Schwann vistas 

em corte transversal, praticamente desaparecem nesses camundongos. Foi visto 

ainda que o comprimento longitudinal das células de Schwann, ou seja, a distância 

internodal é severamente reduzida. Como consequência, esses animais 

apresentaram diminuição da velocidade de condução dos impulsos elétricos e 

também reduziram o tempo de corrida na roda giratória (Court et al., 2004). 

 Esse conjunto de dados mostra claramente que moléculas já conhecidas, como 

as neurotrofinas e a neuregulina têm apresentado novos papéis biológicos na 

biologia das células de Schwann e na sua interação com axônios no SNP. NGF e 

BDNF foram inicialmente descritos como fatores de sobrevivência neuronal e 

crescimento de axônios (para revisão ver; Barde, 1989 e Lykissas et al., 2007). No 

entanto, a literatura recente mostra que essas moléculas participam também nos 

processos de mielinização, controle da atividade elétrica neuronal e plasticidade 

sináptica (Arancio e Chao, 2007; Tolwani et al., 2004). As neuregulinas inicialmente 

foram descritas como fatores envolvidos na sobrevivência de precursores gliais, 

incluindo células precursoras de Schwann. Atualmente acredita-se que também 

participem dos processos de mielinização. 
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1.4- O Gânglio da Raiz Dorsal (GRD) 

As células do GRD, de acordo com o período do desenvolvimento em que se 

encontram, originam neurônios numa primeira etapa e células gliais numa etapa 

seguinte (Bixby et al., 2002, Kruger et al., 2002). Os neurônios do GRD com corpo 

celular pequeno possuem axônios de calibre fino não mielinizados e sua atividade 

fisiológica depende do contato com células de Schwann não mielinizantes. Esses 

neurônios possuem velocidade de condução dos impulsos elétricos lento e seus 

axônios também são denominados de fibras C (Ruscheweyh et al., 2007). Além 

disso esses neurônios têm função de conduzir impulsos relacionados a dor  

estimulada por calor (queimaduras).   Recentemente foi demonstrado que neurônios 

com essa morfologia respondem ao NGF, através da ligação ao receptor de alta 

afinidade do tipo tirosina cinase A (TrKA). Por outro lado, neurônios com corpo 

celular médio possuem axônios de calibre médio que são mielinizados, denominados 

de fibras Aβ. Os axônios desses neurônios conduzem o impulso elétrico com 

velocidade superior aos axônios não mielinizados das fibras C e possuem a função 

de mecanoreceptores. Além disso, foi observado que neurônios de corpo celular 

médio do GRD respondem ao BDNF através da ligação aos receptores de alta 

afinidade tipo tirosina kinase B (TrKB). Finalmente, os neurônios com corpo celular 

grande possuem axônios de grosso calibre e espessura de mielinização ainda maior 

que os axônios dos neurônios de corpo celular médio, e suas fibras são 

denominadas de Aα. A velocidade de condução desses axônios é alta, estando 

esses neurônios relacionados com a propiocepção, isto é, a percepção do corpo no 

espaço.  Esses neurônios são ativados pela neurotrofina-3 (NT-3) através da ligação 

aos receptores de alta afinidade tipo tirosina cinase-C (TrKC) (Teng e Hempstead, 

2004).  
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 Além das populações neuronais descritas acima, quatro populações de células 

gliais são encontradas no SNP: células de Schwann, células precursoras de 

Schwann, a teloglia e células satélite. Embora as células precursoras dêem origem e 

mantenham a população de células de Schwann presentes no GRD, não se sabe se 

essas células originam as células satélite. A interação entre neurônios e células 

satélite ocorre via junções elétricas após o período de diferenciação celular no 

desenvolvimento (Huang et al., 2006). Essas conexões são fundamentais para que 

moléculas produzidas pelas células satélite possam ser direcionadas para os 

neurônios. Dentre as moléculas transportadas através dessas junções estão NGF, 

BDNF, AMPc e o íon potássio. Esse fluxo favorece a neuroproteção e a manutenção 

da concentração ideal de íons importantes para o funcionamento dos neurônios do 

GRD. Essa comunicação, no entanto, também pode ocorrer na direção contrária, 

como foi demonstrado por Zhang e colaboradores (2007). Estes autores observaram 

que a estimulação elétrica aumentava a liberação de ATP contido nos neurônios em 

direção às células satélite através de um mecanismo dependente de influxo de cálcio 

no citoplasma dos neurônios. O ATP liberado, ao se ligar aos receptores P2X7 na 

superfície das células satélite, evoca um aumento da adesão e da comunicação com 

os neurônios. Enquanto o bloqueio dos canais de cálcio do tipo L inativa 

completamente essa comunicação neurônio-glia, a ativação dos receptores P2X7 

induz a liberação do fator de necrose tumoral α (TNF- α). O TNF-α potencializa 

respostas mediadas por P2X7 aumentando a excitabilidade dos neurônios do GRD. 

Demonstrou-se recentemente, através de microscopia eletrônica, que o número 

junções elétricas entre células satélite e neurônios do GRD aumenta ao longo do 

desenvolvimento (Martinelli et al., 2004).  Os dados morfológicos apresentados 

sustentam a hipótese de que a cooperação metabólica entre esses dois tipos 
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celulares é mantida ao longo da vida adulta. Quanto à proliferação glial no GRD 

adulto, foi demonstrada a presença de células BrDU positivas apenas em uma taxa 

basal, isto é, não mais que 5 células por corte longitudinal. Além disso, a análise da 

localização dessas células proliferantes sugere que tanto as células satélite 

perineuronais quanto as células de Schwann, além de precursoras de Schwann 

tenham uma taxa de proliferação basal no GRD.  Apesar da demonstração de 

proliferação glial no GRD no adulto, ainda não está claro se essas células 

estabelecem comunicação funcional com os neurônios. 

 

 

1.5-A Regeneração do Sistema Nervoso Periférico 

 

Ao longo dos anos, pesquisadores de todo mundo vêm estudando os eventos 

regenerativos no sistema nervoso (SN). As conclusões obtidas no passado 

mostravam que depois de estabelecida a formação do SN adulto, qualquer injúria 

que levasse à perda de neurônios não poderia ser reparada, devido a incapacidade 

regenerativa desse tipo celular (para revisão ver: Sohur et al., 2006). 

Consequentemente, uma perda de neurônios representaria uma deficiência parcial 

ou total na função daquelas células que estivessem comprometidas. No entanto, 

hoje em dia é sabido que, embora limitada, o SNC adulto apresenta uma capacidade 

de regeneração. Sabe-se também que novos neurônios podem ser gerados no SN 

adulto, embora não se saiba ainda se os mesmos podem contribuir para restaurar 

funções perdidas após lesões (para revisão ver, Gage, 2002).   

Diferente do SNC, o SNP tem a capacidade de manter a sobrevivência de grande 

parte dos neurônios cujas projeções axonais foram seccionadas após uma injúria. 
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Essa sobrevivência no SNP está relacionada com a distância entre a região 

transeccionada e o corpo celular do respectivo neurônio, de forma que, quanto 

menor for a distância entre a região de secção e o corpo celular, menor é a 

possibilidade dessas células sobreviverem. Uma explicação para esse fenômeno 

seria a dependência do aporte de fatores tróficos que proveriam a manutenção dos 

neurônios remanescentes e promoveriam a extensão dos axônios (Lankford et al., 

1998). Muitos desses fatores, como BDNF, GDNF (fator de crescimento derivado da 

glia), NT3 e NGF são liberados por células de Schwann. Tais fatores tróficos ou 

neurotrofinas são amplamente descritos na literatura como pequenos peptídeos 

expressos por neurônios ou glia (para revisão ver, Markus et al., 2002). Logo após 

serem sintetizadas, essas macromoléculas são exportadas para a matriz extracelular 

e ligam-se a receptores de alta afinidade tipo TrK ou de baixa afinidade do tipo p75. 

Após a ligação, esses receptores são internalizados e podem ativar diferentes vias 

de sinalização intracelular, dependendo do complexo formado pelas subunidades 

dos receptores. Um dímero constituído de duas subunidades de receptores TrK pode 

levar a ativação das vias de PI3 cinase (PI3K), fosfolipase C (PLC) ou proteína 

cinase ativada por mitógenos (MAPK) que sinalizam para sobrevivência celular.  A 

formação de tetrâmeros constituídos de duas subunidades de TrK e dois receptores 

tipo p75 também pode levar a ativação das mesmas vias de sinalização. No entanto, 

a ligação de uma neurotrofina ao receptor tipo p75 na ausência do receptor TrK 

pode levar a morte celular através da ativação da via de Jun Kinase (para revisão 

ver, Nykjaer et al., 2005) (Figura 4).  As ativações das vias de sinalização que levam 

a sobrevivência neuronal geralmente estão associadas à repressão da atividade 

sinalizadora pró-apoptótica da proteína Bax e BaD, através da formação de um 

complexo com a proteína Bcl-2 (para revisão ver, Antignani e Youle, 2005). 
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 A biologia das células gliais que formam a bainha de mielina no SNC e no SNP 

após uma injúria, ajuda a explicar do ponto de vista celular porque a regeneração é 

possível no SNP e não no SNC. Após a injúria de um nervo periférico que leve ao 

rompimento de axônios, as células de Schwann alteram sua morfologia, proliferam, 

migram e são capazes de se organizar formando vias permissivas à regeneração 

dos axônios (para revisão ver, Bunge, 1993). Diferente do que acontece no SNP, no 

SNC os oligodendrócitos proliferam de forma descontrolada após uma injúria que 

leve ao rompimento de axônios. Os astrócitos também tendem a proliferar de uma 

forma desorganizada (para revisão ver: Vargas e Barres, 2007). Essa proliferação 

desordenada leva a formação de uma cicatriz glial que forma uma barreira física 

para que os axônios centrais possam regenerar. Dentre as moléculas presentes 

nessa cicatriz glial os proteoglicanos de sulfato de condroitina (PGSC) apresentam-

se como um dos principais componentes inibitórios para o crescimento axonal (para 

revisão ver Carulli et al., 2005). PGSP possuem uma variedade de papéis no SNC e 

SNP como: ligação às moléculas de forma que a sua atividade seja bloqueada, 

apresentação de moléculas para células e axônios, localização de moléculas ativas 

em sítios especiais e apresentação de fatores de crescimento para seus receptores. 

De maneira geral essas moléculas têm papéis biológicos durante o desenvolvimento, 

plasticidade e regeneração do SN. A demonstração mais direta de que a cicatriz glial 

inibe o crescimento axonal foi feita por Silver e Miller (2004). Eles demonstraram que 

neurônios do GRD micro transplantados estendiam seus axônios sobre a mielina do 

SNC intacta ou em degeneração. Todavia, ao adicionar fragmentos de tecido 

cicatricial ricos em PGSC sobre essa mielina o crescimento axonal foi impedido. 

Quanto à regeneração de axônios sensoriais e motores, investigações sobre a 

seletividade da regeneração de nervos mistos mostraram que os axônios se  
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reinserem nos tubos de células de Schwann randomicamente visualizados por 

técnicas com duplos traçadores (Brushart et al., 1988). Viu-se ainda que, após 

transecção e sutura do nervo femoral, motoneurônios com projeções regenerativas 

inseridas em tubos de célula de Schwann só sobrevivem caso haja formação de uma 

nova placa motora (Brushart et al., 1993). Axônios que entraram em tubos de células 

de Schwann incorretos, isto é, tubos próprios para axônios sensoriais, não tiveram 

contato com fatores tróficos e pistas moleculares adequadas que os levariam à 

extensão axonal completa (Brushart et al., 1993). Esse fenômeno foi chamado de 

¨pruning¨ (poda) e é associado à incapacidade dos axônios de se estenderem ao 

longo de uma via. Resultados semelhantes foram obtidos com a transecção e sutura 

do nervo femoral seguido ou não pela remoção do GRD. Ao comparar a 

regeneração do componente motor e sensorial em estágios iniciais após transecção 

(72 horas), observou-se que neurônios sensoriais regeneram melhor do que os 

motoneurônios (Suzuki et al., 1998).  

  O transporte ao longo dos axônios pode ser definido como anterógrado, isto 

é, dos corpos celulares para a extremidade dos axônios ou retrógrado, tendo direção 

contrária. Trabalhos utilizando modelos de transecção total do nervo ciático mostram 

que existe um aumento na produção e no transporte de fatores tróficos ao longo dos 

axônios sensoriais em regeneração. Neurotrofinas como o BDNF tem sua expressão 

e transporte axonal anterógrado elevados após injúria do nervo ciático procedida por 

dupla ligadura (Tonra et al. 1998). No entanto, durante esses eventos, moléculas 

transportadas de forma anterógrada ao longo dos axônios como a substância P e a 

calcitonina, não apresentam aumento no seu transporte, demonstrando não haver 

aumento generalizado no transporte axonal (Tonra et al. 1998).   
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Grande parte dos trabalhos relacionados com as neurotrofinas e com o 

transporte axonal mostra o sentido retrógrado de transporte desses fatores (Henry et 

al., 1975). Esse fenômeno é coerente com o seu papel biológico no corpo celular em 

eventos anti-apoptóticos. O transporte das neurotrofinas como o BDNF no sentido 

retrógrado sugere sua interação com células de Schwann em proliferação 

(Dobrowsky et al., 1995). Num trabalho posterior foi demonstrado que as 

neurotrofinas são capazes de regular o estado não mielinizante e migratório de 

células de Schwann (Yamauchi et al., 2004). Através da ativação das vias de Rac-1 

e Cdc42 nas células de Schwann, a neurotrofina-3 (NT-3) através do receptor TrkC  

induz o estado não-mielinizante e migratório dessas células. O BDNF ao se ligar no 

receptor p75, no entanto, é capaz de bloquear a migração de células de Schwann 

através da sinalização por Rho A e do fator de troca do nucleotídeo guanina Vav2 

(Yamauchi et al., 2004). 

No nervo periférico ocorre um fenômeno denominado degeneração Walleriana 

após eventos de injúria por transecção ou por esmagamento. Este fenômeno 

caracteriza-se inicialmente pela mobilização de células fagocitárias do sistema 

imune para a região da lesão. Essas células, os macrófagos, desempenham dois 

importantes papéis: fagocitar o material resultante da degeneração das fibras 

nervosas (fragmentos da bainha de mielina decomposta e fragmentos de axônios) e 

liberar fatores que estimulem a proliferação das células de Schwann (Guertin et al., 

2005). Com a proliferação das células de Schwann ocorre então a formação de uma 

estrutura denominada banda de Büngner (Figura 5a). Tal estrutura, cuja formação 

ocorre pela sobreposição de células de Schwann em seu estado não mielinizante, 

constitui uma via permissiva a regeneração axonal. Nesta via, axônios em 

regeneração reconhecem pistas moleculares e podem se orientar corretamente 
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durante a extensão (Aguayo et al.,1981). Os eventos iniciais de orientação dos 

axônios periféricos são fundamentais para o reencontro das fibras em regeneração 

com seu tecido alvo em períodos posteriores. No início da regeneração, o estado 

mielinizante da célula de Schwann não é favorável à extensão dos axônios. No 

entanto, o estado não-mielinizante permite a passagem das fibras através da via 

sem que haja a formação de uma barreira física (Bunge, 1993 e 1994). Uma 

molécula essencial para os fenômenos iniciais de regeneração de nervos periféricos 

é a fibrina (Akassoglou et al., 2002). Essa molécula se origina a partir da clivagem de 

um peptídeo precursor de maior peso molecular, o fibrinogênio. Tanto a fibrina como 

o seu precursor, são peptídeos comuns nos processos de coagulação. Com a lesão 

de nervos periféricos, alguns pequenos vasos se rompem e uma quantidade de 

plasma sanguíneo entra em contato com a região lesionada. A fibrina contida nessa 

região passa então a desempenhar um importante papel sobre a proliferação e o 

estado não mielinizante da célula de Schwann. Estudos in vitro mostraram que 

células de Schwann quando plaqueadas sobre um substrato contendo fibrina 

proliferam numa taxa superior à condição que não contém fibrina (Akassoglou et al., 

2003). Neurotrofinas podem modular negativamente e positivamente a mielinização. 

O bloqueio experimental dos receptores TrKB promoveu aumento da produção de 

proteínas da mielina e mielinização (para revisão ver Chen et al., 2007). No entanto, 

o bloqueio experimental dos receptores p75 mostrou efeitos inibitórios sobre a 

mielinização (Song et al., 2006) Três moléculas vêm sendo descritas como 

importantes agentes ativadores de vias de sinalização para sobrevivência e 

proliferação de células de Schwann após lesão in vitro e in vivo: o NGF, a NRG-1 e o  

TGF-β1. A perda de contato com axônios na região distal após uma lesão aumenta a 

expressão dos receptores p75 nas células de Schwann (Heumann et al., 1987a,  
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Bandas de Büngner

A

B

Figura 5A- Ilustração dos processos decorrentes ao rompimento de um axônios 
periférico. Após o rompimento de um axônios funcional, células de Schwann alteram sua 
morfologia, reduzindo seu tamanho e aumentam sua proliferação. Ocorre também a invasão 
de macrófagos no sítio de lesão (Ab). Esses fenômenos em conjunto são chamados 
degeneração Walleriana. Células de Schwann em proliferação são capazes de se organizar 
e formar vias permissivas à passagem de axônios em regeneração (Ac, Bandas de Büngner, 
seta). Adaptado de: From Neuron to Brain. J. Nicholls, 2001.

Figura 5B- Ilustração exemplificando a atividade trófica derivada de macrófagos e 
células de Schwann durante a regeneração do SNP. Macrófagos ativados liberam LIF que 
age em axônios auxiliando na regeneração e também em células de Schwann auxiliando na 
proliferação. Células de Schwann, por sua vez,  aumentam a produção de NGF e BDNF. 
Essas neurotrofinas podem agir em células de Schwann vizinhas e também em neurônios 
cujos axônios estejam em regeneração. Adaptado de: From neuron to brain. J. Nicholls, 2001.
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1987b). Essa mudança altera a sensibilidade das células ao NGF, que neste caso 

leva a sobreviência dessas células. A NRG-1 que é liberada por axônios intactos ou 

em regeneração se liga a receptores do tipo ErbB1 e B2. Essa ligação aumenta a 

sobrevivência das células de Schwann. A ligação concomitante de NRG-1 com TGF-

β1 aos seus respectivos receptores induz aumento de proliferação dessas células 

durante a regeneração (D’Antonio et al., 2006). Além disso, TGF-β1 aumenta a 

atividade trófica derivada das células de Schwann para a regeneração dos axônios 

(Sulaiman e Gordon 2002). 

 Estudos demonstraram que a ligação entre MAG, presente na superfície 

das células de Schwann e de oligodendrócitos, e os gangliosídeos GD1a e GT1b, 

presentes na membrana dos axônios em regeneração contribuem para o bloqueio 

dos processos de extensão neurítica de culturas primárias de neurônios granulares 

do cerebelo (Vyas et al., 2002) (Figura 6). Em experimentos utilizando 

imunobloqueio, a inibição da via biosintética desses gangliosídeos não resultou em 

comprometimento da extensão dos neuritos em cultura de células de camundongos 

nocaute para MAG.  No entanto, a competição entre MAG e laminina pela ligação 

aos gangliosídeos GD1a e GT1b no SNP, não bloqueia a regeneração dos axônios 

do SNP (MacKerracher et al., 2002). O bloqueio do acesso da MAG ao coto distal da 

lesão, através de injeções diárias de anticorpos anti-MAG, acelerou e elevou a 

regeneração motora preferencial (Mears et al., 2003). A ação desses anticorpos foi 

significativamente maior na regeneração de axônios sensoriais que não fazem parte 

do circuito (ou arco) reflexo com motoneurônios no mesmo nervo estudado. Outra 

molécula de superfície de membrana, associada à inibição do crescimento de 

neuritos foi a glicoproteína de mielina de oligodendrócitos (OMgp). Viu-se que os 

receptores do tipo NOGO possuem alta afinidade de ligação por esta âncora de 
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glicosilfosfatidilinositol (âncora de GPI). A formação do complexo entre essas duas 

entidades resultou na inibição da extensão neurítica de explantes de neurônios do 

GRD mantidos em cultura (Wang et al., 2002). Uma série de trabalhos subsequentes 

demonstrou a existência de um conjunto de moléculas de superfície tanto na 

membrana dos axônios como na membrana da glia embainhante (para revisão ver 

Schwab 2004) (Figura 6B). Essas moléculas localizadas em ambas as células, ao 

interagirem, bloqueiam o crescimento neurítico através da ativação de Rho A. No 

SNP, moléculas da matriz extracelular possuem expressão e secreção elevada 

mesmo após o desenvolvimento. A laminina impede a interação entre as moléculas 

de superfície das células de Schwann e dos cones de crescimento relacionados com 

o bloqueio da regeneração axonal (MacKarrecher et al., 2002). Outra molécula 

envolvida com regeneração e matriz extracelular é a galectina-1, uma glicoproteína 

ancorada na membrana dos axônios (Horie et al., 2004). Em um estudo utilizando 

modelos de esmagamento e transecção do nervo ciático de ratos mostrou-se que a 

galectina-1 tem papel fundamental no crescimento dos axônios em regeneração via 

ativação de macrófagos. Neste estudo, foi sugerido que a galectina-1 atua como 

uma molécula que favorece a mobilidade das células de Schwann levando a maior 

extensão dos axônios do GRD tanto in vitro como in vivo. Trabalhos anteriores 

mostraram que a galectina-1 é o principal receptor para o gangliosídeo GM1 em 

culturas de neuroblastoma humano (Kopitz et al., 1998). A morfologia dos neurônios 

do GRD e a sua disposição anatômica permitiram o surgimento de evidências muito 

importantes para explicar fenômenos regenerativos após a lesão. Diversas 

moléculas, entre fatores de transcrição, proteínas de citoplasma ou de membrana e 

glicolipídeos, têm a sua expressão alterada no GRD após a secção de axônios das 

projeções central ou periférica.   Após a lesão dos axônios periféricos dos neurônios  
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Adaptado de: Chen e cols., 2007.

GT1bGD1a

Figura 6B- Interação entre moléculas de superfície dos axônios e da glia embainhante são capazes de 
inibir a regeneração axonal. A glicoproteína associada a mielina (MAG), a proteína NOGO e a glicoproteína de 
mielina de oligodendrócitos (OMgp) estão presentes na superfície dos oligodendrócitos. Os Gangliosídeos GD1a 
e GT1b, o receptor da proteína NOGO e os receptores tipo p75 estão presentes na superfície dos cones de 
crescimento nos axônios. A interação entre essas moléculas promove  a ativação da via de sinalização 
rhoA/ROCK que é inibitória para o crescimento axonal. Estratégias farmacológicas (em vermelho) foram 
desenhadas na tentativa de inibir essa via de sinalização inibitória ao crescimento.

B

Figura 6A. Regeneração axonal em nervos periféricos. Proteínas da matriz extracelular como a laminina se 
ligam aos receptores tipo integrinas no cone de crescimento ativando a via de PI3, resultando no acumulo de Akt
nos sítios de contato axônios-laminina. Akt ativada fosforila e inativa GSK-3β. Essa inativação regula proteínas 
associadas ao citoesqueleto e promove crescimento axonal. Neurotrofinas podem também participar da promoção 
do crescimento através dos receptores TrK e ativação de vias de sinalização similares as da laminina. A lesão 
periférica ativa a capacidade intrínseca de crescimento dos axônios centrais. Essa capacidade intrínseca supera o 
ambiente inibitório gerado pela mielina do SNC.

Adaptado de: Schwab, 2004.
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do GRD, observou-se o aumento da capacidade regenerativa da projeção central 

(Richardson et al., 1984). A lesão apenas de axônios centrais, não seria suficiente 

para ativar um programa celular que permitisse sua regeneração. No entanto, a 

lesão do axônio periférico ativaria um programa celular permitindo a extensão do 

axônio de projeção central. Mais tarde, mostrou-se o envolvimento de duas proteínas 

nesse fenômeno: GAP-43 e CAP-23 (Bomze et al., 2001). O aumento em  conjunto 

na expressão dessas proteínas nos neurônios do GRD leva a uma maior taxa de 

crescimento axonal das projeções centrais lesionadas, em camundongos 

trangênicos, sem que houvesse lesão periférica. A super expressão de apenas uma 

das proteínas não foi capaz de reproduzir o fenômeno.   

 Após a lesão por esmagamento do nervo ciático de ratos adultos foi 

também observado o aumento da expressão do gangliosídeo 9-O-acetil GD3 tanto 

em neurônios do GRD, quanto em motoneurônios e células gliais do SNP. No nervo 

ciático o pico de expressão desse gangliosídeo foi correlacionado com o início da 

regeneração axonal, ou seja, 7 dias após lesão (Ribeiro-Resende et al., 2007 anexo 

2). Esses dados sugerem que esta molécula tenha um papel importante nos 

períodos iniciais da regeneração de nervos periféricos.   

Com relação à reinervação feita pelos axônios em regeneração, foram realizados 

estudos de reinervação de músculos de ratos adultos por axônios motores do nervo 

ciático após transecção e reconexão (Ijkema-Paassen et al., 2002). Neste estudo, 

utilizou-se a técnica de revelação da enzima de degradação da acetilcolina 

(acetilcolinesterase) na placa motora dos músculos solear, gastroquinêmio e tibial 

anterior. Os resultados obtidos após 21 semanas mostraram que três quartos das 

placas motoras presentes no músculo tibial anterior, metade das placas presentes 

no músculo lateral gastroquinêmio e um terço das placas motoras do músculo solear 
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reestabeleceram sua morfologia normal após a transecção. Apesar desse 

reestabelecimento da morfologia normal de inervação das placas motoras, 

ocorreram anormalidades de locomoção nestes animais.  

 Ijkema-Paassen e colaboradores (2001) em estudos anteriores, também 

mostraram a mudança na distribuição do tipo de fibra muscular inervada por axônios 

regenerados. Em condições normais, a maioria das fibras do músculo lateral 

gastroquinêmio e do músculo tibial anterior são do tipo II e o músculo solear contêm 

aproximadamente 80% de fibras do tipo I. Sete semanas após a transecção e 

reconexão do nervo ciático, todos os grupamentos musculares passam a conter 

proporções similares do tipo I e II das suas fibras musculares. Estudos utilizando 

proteínas marcadas com radioisótopos e marcação anterógrada de axônios em 

regeneração mostrou que a estimulação elétrica com pulsos de 20Hz na região de 

lesão, durante 1 hora, faz com que motoneurônios regenerem (Brushart et al., 2002).  

 Em suma, com relação a regeneração do SNP, poderíamos mencionar três 

pontos fundamentais. 1- A elevação dos níveis intracelulares de AMPc em nervos 

periféricos desempenha um papel fundamental na ativação da capacidade intrínseca  

do neurônio para regenerar.  O sucesso da recuperação funcional depende de um 

ambiente permissivo e da capacidade intrínseca de crescimento do neurônio (Qiu et 

al., 2002). 2- O programa molecular para controlar a remielinização de células de 

Schwann denervadas em nervos periféricos é similar a diferenciação de células de 

Schwann imaturas em nervos em desenvolvimento (Mirsky et al., 2002). No entanto, 

os mecanismos moleculares que controlam a proliferação de células de Schwann 

são diferentes comparando-se a regeneração e o desenvolvimento. 3- Os dois 

maiores moduladores endógenos da remielinização das células de Schwann são 

moléculas da matriz extracelular e fatores neurotróficos (Zhang et al., 2000; Song et 
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al., 2006; Jungnickel et al., 2006; Sulaiman e Gordon, 2002; Chen e Strickland, 

2003; Akassoglou et al., 2002; Willians e Brophy, 2002)      

 

1.6- Reparo de Nervos Periféricos Utilizando Próteses Tubulares. 

 

Uma das maiores dificuldades para que um nervo transeccionado possa 

regenerar e alcançar o coto distal é a orientação correta das fibras proximais até sua 

inserção durante períodos iniciais da lesão. Alguns modelos de reconexão de nervos 

periféricos vêm sendo aperfeiçoados visando maior viabilidade dos axônios 

potencialmente capazes de se projetar em direção ao tecido-alvo. O estudo de 

materiais biocompatíveis ou inertes em relação ao tecido nervoso em regeneração 

constitui uma linha de estudos paralela aos estudos sobre regeneração (Langone et 

al., 2005). 

As próteses comumente descritas na literatura podem ser divididas em dois 

grupos.  As de material biológico podem ser obtidas a partir de vasos de grande 

calibre, pequenos segmentos de nervos, próteses a base de colágeno e tecido 

acelular derivado de vasos ou músculos (Giardino et al., 1995) Este último, 

geralmente é obtido a partir do congelamento do tecido de interesse, seguido da 

remoção de restos celulares e obtenção da matriz de colágeno.  O segundo grupo 

de próteses é obtido a partir de material sintético como silicone, polietileno, 

poliésteres e outros polímeros não absorvíveis. Algumas próteses tubulares 

sintéticas têm sido projetadas para serem não só biocompatíveis, mas também 

biodegradáveis. Dessa forma não seria necessário retirar posteriormente o tubo 

utilizado para reconexão do nervo transeccionado.       
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Langone e colaboradores (1995) demonstraram que a tubulinização do nervo 

ciático de camundongo lesionado utilizando próteses tubulares de 

poli(organo)fosfazeno (PEIP, poli [(etilalanato)1.4(imidazolil)1.6fosfazeno]) mostrou-se 

eficaz na orientação das fibras em extensão. Neste estudo comparou-se a eficiência 

de próteses tubulares à base de PEIP com as tradicionais próteses de silicone. 

Utilizando-se um segmento de 10mm dos tubos, após completa transecção do nervo 

ciático na região próxima à bifurcação (pinch notch), os cotos proximal e distal foram 

imediatamente inseridos e suturados no interior do tubo, resultando num intervalo de 

5mm entre as duas extremidades inseridas. Observou-se a presença de tecido 

conectivo reativo ao redor de ambas as próteses 10 e 45 dias após o implante. No 

entanto, a cápsula de tecido conectivo ao redor da prótese à base de PEIP foi 

reduzida em relação à prótese de silicone. O material biológico interno ao redor do 

polímero de PEIP foi analisado através de métodos histoquímicos. Foram 

encontrados fibroblastos, estruturas ricas em colágeno e alguns monócitos. Apesar 

das vantagens da utilização de próteses à base de PEIP, a análise de cortes 

transversais mostrou que a organização das fibras no interior do tubo foi maior 

utilizando-se próteses de silicone. A análise ultra-estrutural mostrou extensa erosão 

do biomaterial associado à presença de monócitos e, 42 dias após o implante, foi 

observado que o diâmetro do coto proximal inserido no tubo de PEIP parecia ser 

maior que o coto proximal dos nervos implantados nos tubos de silicone.   

Uma crítica feita ao uso de próteses não neurais diz respeito à baixa capacidade 

de sustentar a regeneração por grandes intervalos e permitir o acesso de células do 

sistema imune e a revascularização da área em regeneração. A bioengenharia 

tecidual propõe-se então a estudar modelos que sustentem essa regeneração ao 

longo de vias relativamente extensas. Fansa e colaboradores (2001) utilizaram 
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próteses de 2 cm à base de tecido muscular e venoso ¨acelularizados¨, obtidos por 

congelamento, para o nervo ciático transeccionado. Essas próteses foram 

previamente enxertadas com células de Schwann mantidas em cultura. Este trabalho 

monitorou a revascularização e a invasão por macrófagos do tecido em 

regeneração. Essas duas abordagens são fundamentais para a manutenção da 

sobrevivência das células de Schwann e consequentemente para a regeneração do 

nervo periférico. Tanto as próteses derivadas de tecido venoso como muscular 

apresentaram maior revascularização e invasão por macrófagos se comparadas a 

próteses obtidas com segmentos de nervo periférico. Estudos preliminares 

mostraram que próteses obtidas com tecido acelular permitiram maior taxa de 

regeneração do coto proximal do nervo ciático se comparados com a utilização de 

tecidos íntegros (Fansa et al., 1999). Nakamura e colaboradores (2004) 

reconectaram o nervo peroneal de cães utilizando tubos de ácido poliglicólico 

contendo colágeno polimerizado no seu interior. No interior do tubo havia um 

intervalo de 15mm entre o coto proximal e o coto distal.  Três semanas após o 

reimplante, os cotos estavam reconectados e 18 dias após o implante foram 

detectados potenciais musculares evocados através de eletrofisiologia (MEPs) e 

potenciais somatosensoriais evocados (CNAPs). Seis meses após a cirurgia, os 

animais que receberam o tubo contendo colágeno apresentaram MEPs e CNAPs 

com menor tempo de latência e maior pico de voltagem se comparados com os 

animais cujos cotos foram reconectados com fragmentos autólogos de nervos 

periféricos.  

 A reconexão das extremidades do nervo transeccionado no interior das 

próteses tubulares têm grande importância para a obtenção de dados confiáveis 

sobre a regeneração dos axônios periféricos. Falhas neste procedimento, que 
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permitam a mobilidade do segmento inserido no interior do tubo, podem levar a erros 

na quantificação do crescimento dos axônios.  Dentre as técnicas mais utilizadas 

estão à sutura das extremidades na prótese tubular com fio ultrafino, o 

clampeamento das extremidades transeccionadas no tubo utilizando pequenos fios 

metálicos inoxidáveis e a utilização de adesivos cirúrgicos. Alguns autores, por 

estarem mais interessados em estudar o crescimento axonal especificamente no 

interior do tubo, não têm grande preocupação com a reconexão do coto distal na 

prótese tubular. Todavia, para se estudar a regeneração dos axônios nos tubos de 

células de Schwann da região distal, é importante garantir o acesso desses axônios 

à região correta do nervo. Schlosshauer e colaboradores vêm contribuindo 

intensamente com estudos de biotecnologia e bioengenharia para a regeneração de 

nervos periféricos (Lietz et al., 2006). Com a aplicação de microfilamentos contendo 

células de Schwann ou fibroblastos, orientados logitudinalmente no interior de 

próteses tubulares, o grupo tem acompanhado a biocompatibilidade dessas células 

nos filamentos e no tubo in vitro (Lietz et al., 2006). O objetivo principal seria 

mimetizar as bandas de Büngner formadas pelas células de Schwann durante a 

regeneração dos nervos periféricos.  Nesse sentido, foram adicionados explantes de 

GRD de ratos embrionários sobre placas de cultura contendo os mesmos filamentos, 

apresentando células de Schwann, fibroblastos ou nenhum tipo celular aderido na 

superfície. Foi observado que os neuritos crescem mais e em maior número na 

presença dos filamentos contendo células.  

  A eficiência das próteses tubulares na regeneração dos nervos periféricos foi 

demonstrada também na regeneração dos nervos facial, óptico e femoral (Dezawa et 

al., 2002, para revisão; Brushart, 1988).   
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1.7- Características das Células da Medula Óssea e o seu Potencial 
Terapêutico em Lesões no Sistema Nervoso Periférico. 

 

A medula óssea contém duas populações de células precursoras que dão 

origem ao estroma (células com função estrutural) ou a células hematopoéticas. As 

células-tronco hematopoéticas dão origem a precursores mielóides e precursores 

linfóides. Esses precursores linfóides ou mielóides formam toda linhagem 

hematopoiética do tecido sanguíneo. O grupo de Irving Weissman (Wagers et al., 

2002), através de técnicas de enxerto, inseriu células precursoras hematopoiéticas 

multipotentes (c-Kit+, Lin-, Thy1.1-, Sca-1+) de camundongos GFP em camundongos 

normais. A análise minusciosa dos tecidos dos animais receptores revelou o baixo 

potencial desse tipo celular para originar tecidos não hematopoiéticos. Esses 

achados, contrariando trabalhos anteriores (Lagasse et al., 2000), sugeriram que a 

produção de células não hematopoiéticas não é uma função típica de células 

precursoras hematopoéticas pluripotentes.  

 O estroma da medula óssea contém uma população de células-tronco 

denominada de células mesenquimais ou estromais. Grande parte dos autores 

sustentou até recentemente a hipótese de que células-tronco mesenquimais são 

células fibroblastóides com grande capacidade de diferenciação. No entanto 

diversos trabalhos posteriores mostraram muita controvérsia em relação ao potencial 

dessas células como fonte de células tronco capazes de reparar perdas celulares 

causadas por uma lesão ou uma doença no sistema nervoso.  O grupo de Catherine 

Verfaillie (2002) após seguir rigorosos critérios de seleção clonal mostrou que as 

células progenitoras multipotentes adultas originaram células nos três folhetos 

embrionários, além de originar células da linhagem hematopoiética. Estudos 

previamente realizados mostraram que subpopulações de células derivadas da 
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medula óssea também são capazes de se diferenciar em células dos três folhetos 

embrionários (Jiang et al., 2002).  Apesar da elegância do trabalho, o número de 

células ditas diferenciadas de uma potencial célula-tronco mesenquimal não foi 

suficiente para explicar os benefícios trazidos em terapias celulares no sistema 

nervoso.  

Muitos pesquisadores passaram a questionar o potencial dessas células 

tronco e boa parte deles passou a acreditar que os processos de fusão celular 

seriam a melhor forma de explicar a aparente diferenciação observada (Terada et 

al., 2002, Alvarez-Dolado et al., 2003). Dezawa e colaboradores (2001) demostraram 

que células mesenquimais de rato, quando induzidas a expressar proteínas de 

células de Schwann como S100, GFAP, O4 e p75 assumem uma organização em 

cultura semelhante à cultura de células de Schwann. Essas células foram 

submetidas a transfecção utilizando retro-vírus contendo um plasmídio que expressa 

GFP. Após transfecção e ¨pré-diferenciação¨ em cultura, essas células foram 

injetadas no interior de uma prótese tubular inserida em ratos, cujo nervo ciático foi 

transeccionado e reconectado no interior da prótese. A análise por microscopia 

eletrônica demonstrou que essas células injetadas foram capazes de se integrar ao 

tecido nervoso em regeneração e se tornarem células mielinizantes. A injeção 

dessas células também aumentou a taxa de regeneração dos axônios da região 

proximal do nervo.  Até então esses dados não contavam com a possibilidade de 

haver uma atividade parácrina derivada de células da medula óssea.  Pereira Lopez 

e colaboradores (2006) posteriormente demonstraram que, após transecção total e 

conexão do nervo ciático em tubos de colágeno, células do estroma da medula 

óssea injetadas no interior desses tubos auxiliavam na mielinização e no 

crescimento axonal no interior tubo. Foram ainda apresentadas evidências da 
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liberação de NGF através da detecção do RNAm dessa neurotrofina. A presença do 

RNAm de outros fatores tróficos derivados de células do estroma da medula óssea 

tais como,  BDNF, CNTF e GDNF foi também demonstrado por Chen e 

colaboradores (2007). Esse grupo demonstrou também a presença dos fatores 

tróficos no meio de cultura dessas células após quatro passagens utilizando a 

técnica de ELISA. Em outro trabalho foi demonstrado que subpopulações de células 

tronco mesenquimais humanas expressam uma variedade de moléculas neuro 

regulatórias capazes de promover sobrevivência celular e neuritogênese. Nessas 

populações celulares foi descrita a presença de BDNF e  NGF. No entanto, não 

houve detecção da presença de outros fatores tróficos como NT-3, NT-4 ou 

Neuregulina (Chen et al., 2007).   
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2- Objetivos 

 
 
Tendo em vista as informações sobre o potencial regenerativo do SNP e os desafios 

demonstrados para que um número significativo de neurônios possa sobreviver e 

regenerar seus axônios, os objetivos desse trabalho foram: 

 

- Avaliar in vivo a contribuição das células derivadas da medula óssea para a 

sobrevivência dos neurônios do GRD e dos neurônios motores presentes no corno 

anterior da medula espinhal lombar, após a transecção total do nervo ciático de ratos 

adultos; 

 

- Seguindo o mesmo modelo experimental, procurou-se avaliar in vivo a contribuição 

das células derivadas da medula óssea para a regeneração dos axônios dos 

mesmos neurônios sensitivos e motores; 

 

- Analisar in vivo o potencial de diferenciação de populações de células-tronco 

derivadas da medula óssea em células de Schwann; 

 

- Analisar in vitro a existência de atividade trófica derivada de células da medula 

óssea que pudesse promover sobrevivência e neuritogênese em populações 

neuronais em desenvolvimento; 

 

- Analisar in vitro e in vivo a proliferação glial após lesão do nervo ciático e a 

contribuição das células derivadas da medula óssea para essa proliferação.  
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3- Materiais e Métodos 
 
 

3.1- Animais. 

Neste estudo utilizamos ratos machos Lister ou Wistar, com aproximadamente 

três meses de idade e camundongos da linhagem black C57-6 selvagens e 

modificados por conter o gene que expressa a proteína fluorescente verde sob o 

controle do promotor de expressão da actina.  Esses ratos foram criados no biotério 

de roedores do Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho da UFRJ com fornecimento 

diário de água fresca e comida. Os camundongos foram criados sob as mesmas 

condições no biotério de roedores da fundação BioRio. Os protocolos experimentais 

foram aprovados pelo Comitê de Ética de uso de animais em pesquisa do Instituto 

de Biofísica Carlos Chagas Filho. 

 

3.2- Obtenção de Células da Fração Mononuclear da Medula Óssea. 

 

  Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical após anestesia 

em câmara com vapor de éter, e seus membros inferiores foram deslocados por 

desprendimento da cabeça do fêmur do acetábulo. Foram obtidos então o fêmur e a 

tíbia removendo todos os músculos da coxa e perna. Os ossos foram mantidos em 

PBS 10mM estéril em uma placa de Petri. Em seguida, no fluxo laminar, fêmur e 

tíbia foram separados e um último procedimento de limpeza foi realizado visando 

retirar restos de cartilagem e tendões presentes nas epífises ósseas. 
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 As epífises ósseas foram então cuidadosamente removidas e a medula 

óssea foi totalmente transferida para um tubo plástico estéril de 15mL, utilizando-se  

uma seringa descartável estéril contendo meio de cultura α-MEM (meio mínimo 

essencial) com 10% de soro fetal bovino (Life Sciences),  adicionado de penicilina e 

estreptomicina (1,0mg/mL, Sigma) e fungizona (2,5mg/mL, Sigma). Após a 

aspiração, as células da medula foram dissociadas mecanicamente utilizando-se 

uma pipeta Pasteur estéril. Em seguida, as células dissociadas em meio de cultura 

foram centrifugadas durante 5 minutos com velocidade de 260 g. O sobrenadante foi 

desprezado e o precipitado foi resuspenso em 3 mL de meio de cultura. 

 Para obtenção da fração de células mononucleares da medula óssea as 

mesmas foram separadas utilizando-se o gradiente de Ficol (HistopaqueTM Plus 

d=1077g/mL, Sigma). Em um tubo estéril de 15 mL (Corning) foram adicionados 3mL 

de Ficol em temperatura ambiente. Cuidadosamente adicionou-se 3mL do meio 

contendo as células sobre o Ficol formando-se então duas fases distintas, uma 

transparente de Ficol e uma avermelhada do meio de cultura. O tubo foi centrifugado 

por 25 minutos a 260 g. Após centrifugação, recolheu-se o halo branco contendo as 

células da fração mononuclear que se forma entre o Ficol e o meio de cultura (Figura 

7A). As células foram lavadas por três vezes durante 5 minutos com PBS 10mM 

para retirar os resíduos de Ficol que são tóxicos para as células.  

 Após a última lavagem, as células foram resuspensas em 1mL de 

PBS10mM para contagem. Uma alíquota de 10µL foi retirada da suspensão de 

células e seu volume aferido até 100µL. Em seguida adicionou-se volume igual de 

azul de tripan. Células mortas, que incorporaram o azul de tripan foram descartadas 

da contagem.  Para contagem em microscopia óptica comum, utilizou-se uma 

câmara de Neubauer (Boeco Germany), na qual foi adicionada uma pequena  
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1- Meio de cultura;                                             
2- Halo contendo a fração mononuclear   
de células da medula óssea (CDMO);               
3- FicolTM;
4- “Pellet” contendo células vermelhas.

1

2

4

3

MatrigelMatrigel+C+Céélulas            lulas            
11--2 x 102 x 1077

L4L4
L5L5

L6L6

Coto ProximalCoto Proximal

Coto Distal

4mm
2mm 1mm

Figura 7. Desenho experimental para obtenção, coloração e injeção da CDMO. A: Fotografia de um 
tubo de 15mL após separação de células de fração mononuclear através de gradiente de ficol onde o 
esquema de números mostra o halo branco contendo as células entre o meio de cultura que continha as 
células CDMO antes da centrifugação e o ficol abaixo. Células vermelhas podem ser visualizadas no 
fundo do tubo. B: Fotomicrografia em contraste de fase das células da fração mononuclear da medula 
óssea (B1) cujos núcleos foram corados com DAPI (B2). A sobreposição das imagens pode ser vista 
em B3. C: Figura ilustrativa dos parâmetros utilizados para reconexão do nervo ciático lesionado. 
Barra=50µm

A

C

DAPIFase SobreposiçãoB1 B2 B3

 

 48



amostra da suspensão de células contendo azul de tripan (Sigma-Aldrich). A média 

aritmética de dois campos contendo 16 pequenos quadrados, multiplicados por 104 

nos forneceu o número de células contidas no volume total da suspensão 

(parâmetros de contagem determinados pelo fabricante da câmara).  

 Para coloração dos núcleos das células de rato, utilizou-se DAPI (4’,6-

Diamino-2-Fenilindol, Sigma) na concentração de 2,69 mg/mL sendo que para cada 

mililitro de suspensão de células adicionou-se 2µL da solução de DAPI. Essa 

suspensão de células contendo DAPI foi incubada durante 25-30 minutos em banho 

de gelo. Ao final do período de incubação, as células foram centrifugadas e 

submetidas a três lavagens com PBS 10mM. Após a última lavagem, uma pequena 

amostra era retirada do tubo para visualização em microscopia por contraste de fase 

e fluorescência comum. Cerca de 95% dos núcleos celulares encontravam-se 

marcados (Figura 7B). Esta coloração permitiu a posterior visualização das células 

após sua injeção nos animais experimentais (7 e 21 dias após injeção).  Para cada 

animal foram obtidas em média 6,00x107 células de medula óssea.  Células da 

fração mononuclear da medula óssea derivada de camundongos GFP+ não foram 

coradas com DAPI.  

 

3.3- Procedimentos cirúrgicos para estabelecimento do modelo experimental 

 Para realizar os procedimentos cirúrgicos de transecção e reconexão do 

nervo ciático, os animais foram previamente anestesiados com éter. Em seguida 

foram anestesiados com uma injeção intra-peritonial de solução contendo Cloridrato 

de Xilazina 0,5% (Rompum, Bayer) e Cloridrato de Quetamina 5% (Vetaset, Fort 

Dodge Laboratories), sendo que, a partir dessa diluição, utilizou-se 100µL de cada 

um dos anestésicos para cada 100g de peso do animal. O tempo de anestesia  
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A

Figura 8. Desenho experimental dos 
procedimentos cirúrgicos em camundongos e para 
aplicação do DiI. A: Figura ilustrativa dos parâmetros 
utilizados para a injeção das CDMOGFP+ no interior do 
tubo após reconexão do nervo ciático lesionado. B:
Figura ilustrativa dos parâmetros utilizados para 
aplicação do cristal de DiI no coto distal do nervo 
ciático 40 dias após lesão. C: Estrutura molecular do 
DiI.

C
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variou de 20 a 30 min sem a necessidade de reaplicação.  Após incisão realizada na 

coxa direita, o acesso ao nervo foi feito através do afastamento da musculatura da 

coxa, atingindo-se então a fossa poplítea, por onde o nervo se projeta em direção 

aos músculos da perna (solear, gastroquinêmio lateral e tibial anterior). O nervo 

ciático foi exposto e sofreu transecção completa a 1cm da região de bifurcação deste 

nervo. Previamente ao início do procedimento cirúrgico, um segmento de um tubo de 

polietileno com 7mm era confeccionado e através desse tubo cruzavam-se dois 

segmentos de linha de algodão comum. Antes da transecção, as linhas eram 

levemente amarradas ao nervo, deixando-se um intervalo entre elas de 

aproximadamente 4mm. A secção era então realizada neste intervalo. 

Imediatamente após a transecção o nervo era reconectado ao tubo, de tal maneira 

que, aproximadamente 2mm do coto proximal e 1mm do coto distal permaneciam 

inseridos em seu interior. No interior do tubo havia portanto, um intervalo de 

aproximadamente 4mm (Figura 7C).   

 No primeiro grupo de animais foi injetada no interior do tubo de polietileno 

uma suspensão contendo aproximadamente 15 milhões de células da fração 

mononuclear obtidas a partir do gradiente de Ficol em Matrigel a 33% (Collaborative 

Biomedical Products) (Figura 1C). Os núcleos dessas células foram marcados com 

DAPI e a ordem de grandeza do número de células era de 107, variando entre 1 e 

2x107.  O volume final da suspensão era de aproximadamente 15µL. 

Um segundo grupo de animais, o grupo controle, recebeu uma suspensão 

contendo Matrigel a 33% diluído em PBS 10mM no interior do tubo de polietileno. 

Nos experimentos realizados com períodos curtos de sobrevida (7 e 21 dias após 

lesão), o PBS 10mM era proveniente da última lavagem da fração mononuclear, 

após procedimento de coloração de seus núcleos utilizando corante fluorescente 

 51



DAPI. As injeções da suspensão do grupo experimental e do grupo controle foram 

realizadas com uma microseringa Hamilton, sendo que o acesso ao interior do tubo 

foi feito através de uma agulha não bizelada.  

Esses experimentos visavam a quantificação do número de axônios com DiI 

(1,1′-dihexadecyl-3,3,3′,3′-tetramethylindocarbocyanine perchlorate, Invitrogen, 

aproximadamente 0,4mm). O terceiro grupo de animais recebeu no interior do tubo 

um coquetel contendo 50ng/mL de NGF e 50ng/mL de BDNF diluídos em solução de 

Matrigel a 33%. Essa condição experimental foi denominada de controle positivo, 

uma vez que as neurotrofinas adicionadas promovem sobrevivência e crescimento 

axonal. 

 Os nervos reconectados foram novamente acondicionados no interior da 

fossa poplítea e a incisão foi costurada com fio de sutura não absorvível (Clone I 

Nylon 5-0, Shalon Suturas) após a injeção das células no interior dos tubos.  Logo 

após o procedimento cirúrgico foi possível observar o severo comprometimento nos 

movimentos da pata dos animais recém manipulados, cujos nervos foram 

seccionados. 

 

3.4- Procedimentos cirúrgicos para aplicação de traçador axonal 

Quarenta dias após a transecção do nervo ciático, os animais foram 

novamente anestesiados, seguindo os mesmos parâmetros descritos anteriormente. 

O nervo ciático reconectado desses animais foi novamente exposto e uma lesão por 

compressão foi realizada a 4 mm do tubo no coto distal a lesão.  Nesta região foi 

inserido um pequeno cristal de DiI (Figura 8B). A região do implante foi identificada 

com uma linha de algodão. O nervo foi colocado novamente no interior da fossa 

poplítea seguido pela sutura interna da musculatura e sutura externa da pele. Esses 
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ratos tiveram três dias de sobrevida para que o traçador pudesse atingir os corpos 

celulares dos neurônios. Após esse período os animais foram perfundidos e o nervo 

ciático, os GRDs e a medula espinhal lombar foram cuidadosamente dissecados e 

removidos para posterior obtenção de cortes no criostato.  

 

 3.5- Administração de Bromo-Deoxiuridina para quantificação da 
proliferação glial in vivo. 
  

 Para analisar a proliferação glial in vivo, inicialmente os ratos foram 

manipulados seguindo os procedimentos do item 3. Após o procedimento cirúrgico, 

esses animais receberam durante 10 dias uma injeção diária intra-peritoneal (IP) de 

Bromo-deoxiuridina (90mg/kg de peso de BrDU por dia, Sigma), sendo que a 

primeira injeção ocorreu no mesmo dia em que o nervo ciático foi transeccionado 

(Figura 9A). Um dia após a última injeção de BrDU os animais foram perfundidos e o 

nervo ciático, os GRDs e a medula espinhal lombar foram dissecados e removidos 

para a posterior obtenção de cortes no criostato. Durante o período das injeções, os 

animais foram mantidos sob as mesmas condições de sobrevivência, no interior das 

caixas, com acesso livre a água e ração.   
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Meio Condicionado por 48h ou 72h

Células Mesenquimais                            
3a Passagem / Confluente

Neurônios dissociados do                 
gânglio simpático

Explante de GRD de ratos         
embrionários (E16)

Figura 9B- Desenho experimental para ensaio com meio condicionado das CDMO. B1: Fotomicrografia
em campo claro mostrando células mesenquimais confluentes após três passagens incubadas com DMEM F12 
+10% de soro fetal bovino (SFB). Após as células mesequimais atingirem a confluência na terceira passagem, 
DMEM F12 +10%SFB foi substituído por DMEM F-12 sem soro e condicionado por 48h ou 72h em cultura. B2: 
Fotomicrorafias em contraste de fase mostrando neurônios simpáticos dissociados e incubados durante 48h 
com meio condicionado de CDMO. B3: Fotomicrografias em contraste de fase mostrando explantes de GRD 
incubados durante 48h com o meio condicionado de CDMO. Barra (B1-B3)= 50µm

[ ]BrDU= 35mg por injeção (1x ao dia)

Dias
1 12

- Injeção CDMO               
- BrDU I.P.

Perfusão
BrDU I.P.

103 4 5 6 7 80 9

Figura 9A- Desenho experimental para análise da proliferação glial utilizando BrDU. Após o 
procedimento cirúrgico e injeção das CDMO os animais receberam durante dez dias, um vez ao dia, 
injeções contendo 35mg de BrDU diluído em salina alcalinizada. 24h após a última injeção os animais foram 
perfundidos.

B1 B2 B3
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B
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3.6- Perfusão, Crioproteção, Medidas de Crescimento, Densidade Axonal e 
Obtenção de Cortes Congelados 

 

 O objetivo da perfusão foi fixar os tecidos do animal, de forma a manter a 

integridade das células e permitir sua manipulação a baixas temperaturas para 

obtenção de cortes em criostato. Após a sobrevida de 7, 21 ou 42 dias, os animais 

sofreram procedimento de perfusão para que fosse feito o acesso ao nervo ciático 

reconectado, GRDs L4 e L5 e às medulas espinhais lombares (L4-L6). Para este 

procedimento, os animais foram profundamente anestesiados com éter. Em seguida 

injetou-se solução salina a 0,9% com uma bomba peristáltica de perfusão 

(Masterflex, Cole Palmer Instrument Co.) durante 10 minutos, para retirar o conteúdo 

sanguíneo. Em seguida foi aplicado solução de paraformaldeído 4% em tampão 

fosfato pH 7,4 por 40 minutos para fixação do tecido, seguido de uma solução de 

10% de sacarose em paraformaldeído 4% por 10 minutos para crioproteção. O nervo 

ciático, os GRD e as medulas espinhais foram dissecados e colocados em solução 

crioprotetora de tampão fosfato contendo 30% de sacarose. O material foi mantido 

nesta solução durante aproximadamente 24 horas, exceto as amostras contendo DiI 

por motivos de difusão do traçador e perda de fluorescência.  

 Após crioproteção total, os nervos foram retirados do interior dos tubos e a 

membrana de tecido conjuntivo mais externo, o epineuro, foi retirada para uma 

melhor visualização do tecido regenerado. Esse procedimento também preveniu a 

ligação inespecífica dos anticorpos secundários durante os procedimentos de 

imunocitoquímica.  

 Antes da obtenção dos cortes congelados dos nervos, foi realizada a 

medição do crescimento dos axônios, utilizando um paquímetro com precisão de 
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0,02mm. A referência para orientação do paquímetro foi a deformação no coto 

proximal inserido no tubo. Após a determinação da medida, subtraía-se 2mm 

referentes à inserção do coto proximal no tubo.  

Logo após a realização das medidas, as amostras foram incluídas em resina de 

congelamento (OCT, Sakura Fine Tecnologies) sendo endurecida com o uso de 

nitrogênio líquido. Para obtenção de cortes de 16µm, os blocos de resina contendo o 

material foram alinhados no criostato (Leica) com temperatura de –19oC. Foram 

obtidos cortes longitudinais do nervo ciático e GRDs, além de cortes transversais de 

medula espinhal lombar, os quais foram montados em lâminas previamente 

gelatinizadas e armazenadas no freezer comum (-20oC) até o processamento 

histológico e/ou imunocitoquimica. 

 

3.7- Técnicas Histoquímicas e Imunohistoquímicas 

 

3.7.1- Coloração com Vermelho Neutro 

 Para visualização da citoarquitetura do GRD foi utilizada a técnica de 

coloração histológica de vermelho neutro. Cortes longitudinais de GRD e cortes 

transversais da medula espinhal foram lavados três vezes com PBS 10mM para 

retirada dos resíduos da resina de congelamento. Em seguida foram colocados por 2 

minutos em banho de tampão acetato 5%, pH 3,3. A seguir, as lâminas foram 

mergulhadas em solução de vermelho neutro 1% em tampão acetato 0,1M pH 4,8, 

onde permaneciam por aproximadamente 20 segundos e eram então mergulhadas 

novamente em tampão  acetato durante 5 minutos para retirada do excesso de 

 56



corante no tecido. Os cortes foram então desidratados e montados em Entellan 

(Rapid Montage Medium, Merck).  

 

3.7.2-Imunocitoquímica dos cortes de Nervo Ciático, GRD e Medula Espinhal 

 

 Para marcação imunocitoquímica, os cortes longitudinais de nervo ciático e 

GRD previamente adicionados às lâminas gelatinizadas, foram lavados três vezes 

com PBS 10mM + 0,1% de Triton X-100 por 5 minutos. Após as lavagens, os cortes 

foram pré-incubados com solução de lavagem contendo 10% de soro normal de 

cabra (NGS, Life Sciences, BRL) e 1% de albumina sérica bovina (BSA, Life 

Sciences, BRL) durante 1 hora. Essa pré-incubação em câmara úmida visou 

bloquear sítios inespecíficos. Cortes de medula espinhal sofreram bloqueio dos sítios 

inespecíficos com apenas 5% de NGS diluído em PBS 10mM +0,1% pH 7,4 em 

Triton X-100. Em seguida a solução de bloqueio foi removida e as lâminas foram 

incubadas durante 2 horas em temperatura ambiente com solução contendo o 

anticorpo primário diluído em solução de bloqueio (ver tabela de anticorpos 

primários). Após a incubação com o anticorpo primário, os cortes foram lavados com 

PBS 10mM, pH 7,4 (3 vezes durante 5 minutos) e incubados por 90 minutos com 

anticorpo secundário (ver tabela de anticorpos secundários). Em seguida as lâminas 

foram lavadas com PBS 10mM, pH 7,4 (3 vezes durante 5 minutos) e montadas com 

lamínulas utilizando n-Propil-Galato, pH10 (Sigma) ou Vecta Shield (Vector) como 

meio de montagem para visualização em microscopia de fluorescência. Ambos os 

meios de montagem, para visualização dos núcleos celulares, continham DAPI na 

sua composição, exceto quando o material examinado era originado dos animais 

que receberam CDMO previamente marcadas com DAPI. Para visualização dos 
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núcleos celulares através de microscopia confocal foi utilizado To-Pro (1:1000, 

Molecular Probes) diluído juntamente com o anticorpo secundário. 

 Para a dupla marcação de BrDU e GFAP, cortes de animais que receberam as 

injeções de BrDU durante 10 dias foram descongelados em temperatura ambiente e 

incubados posteriormente numa câmara úmida contendo paraformaldeído 4%, a 

50oC durante 15 minutos. Esse procedimento aumentava a adesão dos cortes na 

lâmina evitando o desprendimento ao longo do procedimento. Em seguida as 

lâminas foram lavadas com água destilada a 40oC (2 x 5 min.) e incubadas com 

ácido clorídrico (HCl 2N) por 30 minutos a 37oC . Os cortes foram então incubados 

duas vezes durante 10 minutos, com tampão borato 0,1M pH 8,4 a 40oC, e lavados 

por duas vezes com PBS 10mM pH 7,4 + 0,3% de Triton X-100. Após esse 

tratamento os cortes foram incubados com a mesma solução de lavagem contendo 

10% NGS e 1% de BSA em temperatura ambiente durante 1 hora. O anticorpo anti-

BrDU monoclonal (1:100, AbCam) foi diluído na mesma solução de bloqueio, 

juntamente com anti-GFAP policlonal (1:500, Dako Corporation) e foram incubados 

durante a noite.  Após esse período, os cortes foram lavados (3x 5 min.) com PBS 

10mM pH 7.4 + Triton X-100 0,3% durante 1 hora e em seguida foram incubados 

com anticorpos secundários Alexa 488 anti-mouse (1:250, Molecular Probes) e Alexa 

555 anti-rabbit (1:250, Molecular probes) durante 90 minutos. Os cortes foram então 

lavados com PBS 10mM pH 7.4 + Triton 0,3% (3x 5 min.). As lâminas foram 

montadas com Vectashield contendo DAPI (Vector) e lamínula. Os procedimentos 

foram os mesmos para cortes de nervo ciático, GRD e medula espinhal, sendo que a 

solução de bloqueio para os cortes de medula apresentava apenas 5% de NGS. As 

lâminas reagidas foram armazenadas a 4oC em geladeira.   
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3.8- Cultura de Células derivadas da Medula Óssea: Obtenção do Meio 
Condicionado. 
 

Células derivadas da medula óssea (CDMO) foram obtidas seguindo os 

procedimentos descritos acima e foram plaqueadas em meio DMEM F-12 mais 10% 

de soro fetal bovino (Invitrogen), penicilina/estreptomicina (10.000 unidades/mL e 

10mg/mL, Sigma), fungizona (10mg/mL, Sigma), glutamina (100mg/mL,Invitrogen) e 

sacarose (0,15%, Sigma). Cerca de 2,00 x 105 CDMO foram plaqueadas em placas 

de 10cm (Cornning) e mantidas na estufa a 37oC durante 24 horas. Após esse 

período, as células não aderentes foram removidas e a porção aderente, 

denominada de células mesenquimais (Figura 9B), foram expandidas. Após três 

passagens, através de tripsinização de placas confluentes e replaqueamento, novos 

meios suplementados com e sem soro foram adicionados e as células foram 

mantidas em cultura por 72 horas. Esse meio de cultura condicionado foi então 

coletado, centrifugado a 260g durante dez minutos e congelado a -20oC.  

 

 
3.9- Cultura de Explantes de Gânglio da Raiz Dorsal e de Neurônios 
Simpáticos. 
 

Culturas de explantes de GRD foram realizadas utilizando embriões de rato 

com 16 dias de gestação (E16). Fêmeas grávidas foram anestesiadas com éter e 

posteriormente sacrificadas por deslocamento cervical sendo que os embriões foram 

imediatamente removidos. Os GRDs foram removidos após exposição da medula 

espinhal, dissecados e plaqueados com DMEM F-12 contendo 50ng/mL de NGF 

(Invitrogen) por 1 hora na estufa a 36oC, antes do plaqueamento definitivo. Os 

gânglios tratados com NGF foram então plaqueados sobre lamínulas pré-tratadas 
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com 100µg/mL de poli-L-lisina e 50 µg/mL de laminina (Invitrogen). O grupo controle 

foi incubado com DMEM F-12 sem soro (n=5). O grupo controle positivo foi incubado 

com DMEM F-12 sem soro contendo 20ng/mL NGF (n=5).  O terceiro grupo foi 

incubado com o meio condicionado sem soro das CDMO (diluição 1:1, com DMEM 

F-12, n=6). Todas as condições experimentais foram mantidas a 36oC, 5% de CO2 

na estufa durante 48 horas. Após esse período, as culturas foram fixadas com 

paraformaldeído, lavadas com PBS 10mM +0,01% de triton X-100 (3 x 5 min.) e 

processadas para imunocitoquímica contra NF-200 (policlonal, 1:200, Sigma/ Alexa 

488 anti-rabbit, 1:250, Molecular Probes). Em seguida as lamínulas foram aplicadas 

sobre lâminas contendo uma gota (20µL) de Vectashield (Vector), seladas com 

esmalte e levadas ao microscópio de fluorescência para visualização e quantificação 

da neuritogênese. 

Para a cultura de neurônios simpáticos, foram removidos os gânglios 

simpáticos de embriões de pinto com 10 dias (E10). Após lavagem com tampão livre 

de cálcio e magnésio (CMF) as cadeias de gânglios foram incubadas com a mesma 

solução contendo 0,05% de tripsina a 37oC por 30 minutos. Após centrifugação e 

remoção da solução contendo tripisina os gânglios foram lavados com DMEM F-12 

contendo 10% de soro fetal bovino e dissociados com o auxilio de uma pipeta 

Pasteur. Células não neuronais foram removidas por um gradiente diferencial de 

sedimentação através da adição do número total de células dissociadas em uma 

coluna contendo aproximadamente 60mL de DMEM F-12 + 10% de soro fetal 

bovino.  Frações foram coletadas após uma hora de corrida sendo que das 12 

frações coletadas, os neurônios simpáticos estavam contidos em sua maioria nas 

frações intermediárias (Frações de 6-9). Esses neurônios foram plaqueados em 

baixa densidade sobre placas de cultura (35mm, Cornning) previamente tratadas 
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com poli-L-lisina (10µg/mL, Sigma) e laminina (20 µg/mL, Invitrogen). As condições 

experimentais foram as mesmas utilizadas para os explantes de GRD, DMEM F-12 

mais soro como controle, DMEM F-12 com soro mais NGF (20ng/mL) como controle 

positivo e o meio condicionado das CDMO sem soro diluído (1:1) com DMEM com 

soro.  Nesse experimento testamos o meio condicionado por 48 horas e 72horas. Os 

neurônios simpáticos foram incubados por 48 horas a 37oC, com 5% CO2 na estufa. 

Foram realizados três experimentos independentes para cada condição 

experimental.  Após 48 horas as culturas foram fixadas com paraformaldeído 4% pH 

7.4, lavadas (3x 5 min.) e mantidas em PBS 10mM para imediata análise e 

quantificação da sobrevivência neuronal e neuritogênese.  

  

3.10- Cultura de Explantes de Nervo Ciático de Ratos Adultos 
 

Para obtenção da cultura de explantes de nervo ciático, o nervo foi exposto e 

sofreu um esmagamento por compressão utilizando-se uma pinça média 

mergulhada em nitrogênio líquido, vinte e quatro horas antes da remoção do nervo. 

Esse procedimento permitiu que as células de Schwann fossem ativadas em função 

do rompimento dos axônios.  Após o período de 24 horas do esmagamento, os 

animais foram anestesiados com éter, sacrificados por deslocamento cervical e 

ambos os nervos foram removidos. O tecido conjuntivo mais externo, o perineuro, foi 

removido da região distal à lesão e com o auxílio de uma lâmina de bisturi foram 

obtidos pequenos fragmentos da região distal. Em seguida foi aplicado um explante 

por poço numa placa de 24 poços. Esses explantes foram mantidos com as 

seguintes condições experimentais: DMEM F-12+10% de SFB como meio padrão, 

50ng/mL de NGF, 50ng/mL de BDNF, 50ng/mL de NGF e BDNF e o meio 
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condicionado das CDMO com 10% de SFB em diluição 1:1 com DMEM F-12. Esses 

explantes foram mantidos em cultura por 10 dias, e após esse período as placas de 

cultura foram levadas ao microscópio invertido para que os explantes e as células 

migratórias pudessem ser fotografados por contraste de fase. 

 

3.11- Análise Microscópica, Quantificação e Análise Estatística. 

 

 Para análise das lâminas submetidas a métodos histoquímicos de coloração, foi 

utilizada microscopia óptica convencional através de contraste de fase ou contraste 

diferencial interferencial (DIC, microscópio Axioskop, Zeiss), com objetivas de baixo 

e grande aumento.  

 Para análise dos cortes processados por métodos imunocitoquímicos, foi 

utilizada microscopia óptica de fluorescência (microscópio Axiovert 135, Zeiss) com 

objetivas de baixo e grande aumento.  

 As imagens de microscopia óptica comum e de fluorescência foram feitas com a 

utilização de uma câmara fotográfica digital acoplada ao microscópio invertido 

(Axiocam, Zeiss) e o processamento e melhora gráfica das imagens foi realizada 

utilizando-se o softwear específico da câmera (Axiovision 5.0, Zeiss).   A contagem 

do número de células do GRD e da medula espinhal foi feita a partir da visualização 

direta dos cortes reagidos pela técnica de vermelho neutro ao microscópio óptico 

comum utilizando uma objetiva com aumento de 40 vezes. O número de neurônios 

DiI positivos do GRD e da medula espinhal foi quantificado diretamente ao 

microscópio de fluorescência convencional (Axiovision 5.0, Zeiss) utilizando-se o 

filtro para rodamina. Imagens de cortes longitudinais dos nervos ciáticos de 
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camundongos que receberam CDMOGFP+ foram obtidas através de microscopia 

confocal (microscópio invertido, Zeiss Confocal Microscopy LSM 510 Meta) 

utilizando-se os laseres de 488, 583 e 633nm de comprimento de onda.  

Para análises estatísticas dos dados de quantificação foi utilizado o programa 

Prizma (Graph Pad). Análise de variância não paramétrico, seguido pelo pós-teste 

Neuman-Keuls para comparação entre pares de coluna foram utilizados como 

testes. A densidade de colocalização entre GFP e S100-β foi medida com a função 

de colocalização gráfica do software (Axiovision, Zeiss). 
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4- Resultados 

 

4.1-Crescimento Axonal no Interior do Tubo de Polietileno.  

 Os nervos ciáticos lesionados foram cortados e a análise dos cortes 

histológicos processados para o neurofilamento-200 (NF-200) mostrou a presença 

de axônios no interior do tubo na extremidade do coto proximal em regeneração. 

Nessas regiões analisadas foi possível visualizar células injetadas que foram 

previamente coradas com DAPI (Figura 10A e B). Isso demonstra que uma 

população das células injetadas se estabelece em regiões adjacentes aos axônios 

em regeneração e é possível sugerir que estas células possam estar exercendo 

alguma atividade biológica que favoreça o aumento do crescimento desses axônios 

no interior do tubo de polietileno. 

A análise morfométrica da regeneração do nervo ciático mostrou que o 

crescimento do nervo foi maior em animais que foram injetados com uma suspensão 

contendo CDMO marcadas com DAPI, quando comparado à situação controle onde 

foi injetado apenas matrigel em PBS10mM (figura 10D). A análise estatística 

comparando a taxa de crescimento do nervo em ambas as condições experimentais 

demonstrou que não houve diferença significativa na regeneração sete dias após o 

tratamento com CDMO (p>0,05). 

No entanto, vinte e um dias após lesão houve um aumento significativo na 

regeneração axonal no interior do tubo nos animais tratados com CDMO (p<0.0001) 

(Figura 10 D).  

 Nesse sentido, observa-se um tecido conectivo unindo os cotos proximal e 

distal vinte e um dias após transecção e injeção das células da fração mononuclear 

(Figura 10 C). 
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Figura 10. CDMO aumentam a regeneração do nervo ciático 
lesionado nos períodos iniciais após lesão. A-B: cortes 
longitudinais do nervo ciático imunomarcados para NF-200, 21 dias 
após transecção. CDMODAPI+ podem ser visualizadas bem próximas 
aos axônios positivos para NF-200. C: Fotografia em baixo aumento 
mostrando a região reconectada do nervo ciático 21 dias após a 
injeção das CDMO. D: Histograma da análise quantitativa do 
crescimento axonal no interior do tubo de polietileno 7 e 21 dias após 
lesão. E: Desenho esquemático do nervo ciático em regeneração onde 
os quadrados indicam o campo exato de obtenção das fotografias em 
A e B.
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4.2- CDMO Aumenta a Sobrevivência de Neurônios do GRD após Lesão 
do Nervo Ciático. 

  

 Existe uma perda de aproximadamente 30% dos neurônios nos GRDs L4 e 

L5 após lesão do nervo ciático (figura 11D). Nos animais tratados com CDMO e 

sacrificados após 21 dias foi observado que a porcentagem do número de neurônios 

nos GRDs correspondia a 82% do total quando comparado ao animal controle (sem 

lesão). (Figura 11E, Tabela 1 e 2, GRD L4 **p<0, 001 e L5 *p<0,01). Dessa forma 

observamos que o tratamento com CDMO aumenta a sobrevivência de neurônios 

sensitivos do GRD em aproximadamente 15%. 

 A lesão do nervo ciático não resulta em perda de motoneurônios 

(Hammarberg et al., 2000). No nosso estudo, a contagem do número de 

motoneurônios presentes nos cortes transversais da medula espinhal lombar (Figura 

11C e D), especificamente na região dorso-lateral, revelou que não houve diferença 

significativa no número de células entre o grupo de animais que recebeu CDMO e o 

grupo controle que recebeu apenas PBS 10mM diluído em Matrigel (Figura 11F, 

Tabela 2, p>0,05). As porcentagens foram novamente calculadas tendo como 

referência o número total de motoneurônios existentes na região dorso-lateral da 

medula de ratos que não sofreram qualquer tipo de lesão.  
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Figura 11. CDMO aumentam a sobrevivência de neurônios do gânglio da raiz dorsal (GRD, 
L4 e L5). A-B: Fotografias de cortes longitudinais de GRD L4 em menor (A) e maior aumento (B), 
21 dias após a lesão do nervo ciático, corados com vermelho neutro. C-D: Fotografias de cortes 
transversais da medula espinhal lombar em baixo (C) e maior aumento (D), 21 dias após lesão do 
nervo ciático, coradas com vermelho neutro.  E e F: Histogramas da análise quantitativa do número 
de neurônios do GRD L4 e L5 (E) e motoneuônios (F) remanescentes 21 dias após a lesão do 
nervo ciático. Tabelas 1, 2 e 3 de quantificação da sobrevivência dos neurônios do GRD (L4 eL5) e 
motoneurônios respectivamente (Verso). Barras: A e C=200µm; B e D= 50µm. DL=dorso-lateral.
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54%162304NGF/BDNF

48%138386PBS

60,5%188527CDMO

RegeneraçãoDiI+CortesRatos

Tabela 4. Regeneração dos neurônios GRD L4

56%223314NGF/BDNF

39,5%135506PBS

48%202637CDMO

RegeneraçãoDiI+CortesRatos

Tabela 5. Regeneração dos neurônios GRD L5

96%22,2264NGF/BDNF

45,5%10,5256PBS

65%15287CDMO

RegeneraçãoDiI+CortesRatos

Tabela 6. Regeneração dos Motoneurônios
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4.3- CDMO Aumentam o Número de Axônios Sensitivos e Motores em 
Regeneração após Lesão do Nervo Ciático.  

 
 

 Para analisar os axônios em regeneração que alcançaram o coto distal 

utilizamos a imunocitoquímica para GAP-43, uma proteína expressa por axônios em 

crescimento. Os animais que receberam CDMO apresentaram maior número de 

axônios no coto distal quando comparados ao grupo controle que recebeu apenas 

PBS 10mM diluído em Matrigel, quarenta e dois dias após a transecção do nervo 

ciático e reconexão no interior do tubo de polietileno (Figura 12A e B).            

A figura 12 C mostra o raio de difusão do cristal de DiI 2 dias após a aplicação 

no coto distal em relação à lesão do nervo ciático. Através da análise desse raio, foi 

possível descartar a hipótese de difusão desse traçador para o interior do tubo, o 

que poderia resultar em marcações falso-positivas dos corpos celulares dos 

neurônios do GRD e motoneurônios da medula espinhal. Na figura 12 D observa-se 

a presença de axônios marcados com DiI numa região muito próxima aos corpos 

celulares dos neurônios do GRD L4 de um rato que sofreu a transecção do nervo 

ciático e injeção das CDMO. É importante notar a presença de um neurônio marcado 

para DiI ao lado de um neurônio não marcado para o mesmo traçador (Figura 12E), 

através de microscopia de fluorescência convencional no GRD L4. Essa observação 

sugere que o axônio do neurônio positivo pra DiI apresentou regeneração na região 

onde o cristal de DiI foi aplicado enquanto o neurônio vizinho não.  

A análise através de microscopia de epifluorescência revelou a marcação de 

DiI em neurônios no GRDs nos segmentos L4 e L5 e na medula espinhal (Figura 12 

F e G).  
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Figura 13. A-E, Reconstrução bidimencional
por microscopia confocal da extremidade do 
coto proximal do nervo ciático 14 dias após 
lesão.  A,E, GFP; B,F, S-100β; B,G,To-Pro; 
D,H, Sobreposição. Barras=50µm. F: Gráfico 
de

G
colocalização entre GFP e S100-β onde os pontos contidos no quadrado 

número 3 representam pontos de colocalização. A variação de cor do vermelho 
para o azul representa maior fraquência de pontos (vermelho) para menor 
frequência de pontos (azul). G: Esquema do nervo ciático em regeneração onde 
o quadrado indica o campo exato de obtenção das fotografias de A a E. Barra: A-
E=50µm
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Essa marcação está de acordo com o padrão de marcação in vivo, representada por 

pontos fluorescentes no interior dos corpos celulares dos neurônios. No GRD de um 

animal que recebeu CDMO observou-se marcação para DiI nas três populações de 

neurônios (Figura 12 F): os de corpo celular pequeno (setas brancas), médio (setas 

amarelas) e grande (setas verdes). Esse padrão de marcação também ocorreu nos 

animais controle. A análise quantitativa demonstrou que o número total de neurônios 

positivos pra DiI nos GRDs L4 e L5 dos animais que receberam CDMO foi 

significativamente maior que no grupo que recebeu apenas PBS 10mM e Matrigel 

(Figura 12 H e I, Tabela 3, GRD L4 e L5 **p<0,001). Não houve diferenças 

significativas entre o grupo de animais que recebeu CDMO e o grupo controle 

positivo representado pelos animais que receberam NGF e BDNF diluído em 

Matrigel. Na medula espinhal o número de neurônios DiI+ foi maior no grupo de 

animais que receberam as CDMO se comparado com o grupo controle (Figura 12 J, 

Tabela 4, *p<0,05). Estes resultados sugerem que o tratamento com CDMO 

aumenta o crescimento de axônios motores até o coto distal. Os animais que 

receberam NGF e BDNF no sítio de lesão apresentaram um aumento no número de 

motoneurônios DiI+ quando comparado ao grupo tratado com CDMO e ao grupo 

controle (PBS 10mM+Matrigel). Estes resultados sugerem que o tratamento com 

CDMO aumenta o crescimento tanto de axônios sensitivos quanto de neurônios 

motores. 
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4.4- CDMO Apresentam Baixo Potencial de Diferenciação em Células de 
Schwann in vivo.  
 
  

A análise por microscopia confocal de cortes do nervo ciático de 

camundongos adultos tratados com CDMOGFP+ mostrou uma pequena colocalização 

de GFP e de S100-β, uma proteína utilizada como marcador de células de Schwann, 

quatorze dias após a injeção (Figura 13 A e B). A coloração dos núcleos celulares 

com To-Pro (Figura 13 C) permitiu observar que as células injetadas, apesar de 

apresentarem expressão muito baixa de S100-β, estavam incorporadas ao tecido em 

regeneração (Figura 13 D).  O gráfico que ilustra os pontos de fluorescência de GFP 

(abscissas) e S100-β (ordenadas) apresentou um perfil com precária co-localização 

(Figura 13 F). A co-localização dos pontos contidos no quadrante número três é 

muito baixa sugerindo não existir diferenciação das CDMO em células de Schwann. 

 

4.5- A Atividade Trófica de CDMO Aumenta a Sobrevivência e Neuritogênese 
de Neurônios Simpáticos.  
 

Para analisar os possíveis efeitos tróficos de fatores liberados pelas CDMO, 

foram utilizadas culturas de neurônios simpáticos. A análise destas culturas em 

microscopia de contraste de fase mostrou que quarenta e oito horas após o 

plaqueamento e incubação com meio controle (DMEM F-12 sem soro) as células 

não apresentaram extensão neurítica (Figura 14 A). Neurônios tratados com o meio 

condicionado das CDMO incubados por 48h (MC-CDMO) apresentaram uma 

pequena neuritogênese (Figura 14 B).  
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Figura 14: Atividade trófica de CDMO aumenta a sobrevivência e neuritogênese de neurônios
simpáticos. A-H, Fotomicrografias em contraste de fase de culturas fixadas de neurônios simpáticos 
dissociados de embriões de pinto (E-10) tratados com DMEM F-12 (A), MC-CDMO 48h (B ), MC-CDMO 
72h (C) e NGF (D). E e F, Histogramas da análise quantitativa da sobrevivência neuronal (I) e 
neuritogênese (J). Barras=100µm.
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 Neurônios tratados com MC-CDMO incubados por 72h apresentaram extensa 

neuritogênese (Figura 14C). Esse efeito foi semelhante ao observado nas culturas 

de neurônios simpáticos incubados com NGF 20ng/mL (Figura 14 D). A análise 

quantitativa da extensão neurítica demonstrou que apenas o MC-CDMO com 72h de 

condicionamento induziu uma diferença significativa em relação aos neurônios 

mantidos em meio DMEM F-12 sem soro. No entanto não houve diferença 

significativa em relação ao controle positivo (NGF).  

A análise quantitativa da sobrevivência de neurônios simpáticos dissociados 

(Figura 14 E, ANOVA p<0,01) mostra um aumento na sobrevida dessas células 

quando incubadas por 48h com ambos os meios condicionados por 48 e 72h. Essa 

sobrevivência é semelhante à observada com culturas tratadas com NGF. Em 

conjunto, estes resultados mostram que os meios condicionados por 48 e 72 horas 

aumentam a sobrevivência de neurônios simpáticos, e que apenas o meio 

condicionado por 72 horas foi capaz de promover expressiva extensão neurítica.   

 

 
4.6- A Atividade Trófica de CDMO Aumenta a Neuritogênese de Explantes de 
Gânglio de Raiz Dorsal. 
  

Para estudar o efeito de fatores liberados pelas CDMO sobre neurônios do 

GRD, utilizamos culturas de explantes obtidos de ratos embrionários no estágio E15. 

O crescimento neurítico foi observado utilizando como marcador a expressão de 

neurofilamento (NF-200). A análise mostrou que 48 horas após o plaqueamento e 

incubação com meio DMEM F-12 sem soro não houve neuritogênese nos gânglios 

em cultura (Figura 15 A, N=5). Os explantes incubados com meio MC-CDMO por 72 

horas apresentaram um grande número de neuritos (Figura 15B, N=6). A extensão  
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Figura 15.  MC-CDMO promove neuritogênse de explantes de GRD in vitro. 
Fotomicrografias de explantes de GRD de ratos embrionários (E16) incubados por 48h com 
DMEM F-12 (A), MC-CDMO (B) ou NGF (C), imunomarcados para NF-200. Barra A-C=200µm.
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neurítica observada nestas condições foi semelhante à das culturas mantidas na 

presença de NGF, que é um fator trófico endógeno necessário para indução 

neurítica de explantes de GRD (Figura 15 C, N=5).  

 
 
4.7- Atividade Trófica de CDMO Aumenta a Migração e o Número de Células 
Gliais in Vitro. 

 

 Para analisar o possível efeito de fatores liberados pelas CDMO sobre as 

células de glia do GRD foram utilizados explantes de GRD de embriões de rato E16 

plaqueados na presença de DMEM F-12 ou MC-CDMO acrescidos de 10%SFB. 

Como observado nas figuras 16 A e 16 C, a migração de células para fora do 

explante foi maior nas culturas tratadas com meio condicionado quando comparadas 

ao meio controle. Explantes mantidos na presença de NGF (50ng/mL), também 

apresentaram uma grande migração de células (Figura 16 B).   A análise quantitativa 

do raio de migração das células gliais mostrou que houve um aumento significativo 

nos explantes tratados com MC-CDMO em relação aos incubados com meio 

controle (Figura 16 G, p<0,001). Entretanto, não houve diferença entre o grupo MC-

CDMO e o grupo NGF. Embora a incubação com BDNF tenha aumentado o raio de 

migração, esse aumento foi significativamente menor quando comparado ao grupo 

MC-CDMO (p<0,01). Na condição incubada com NGF+BDNF, o raio de migração foi 

semelhante ao do grupo incubado com MC-CDMO.  A análise de uma região 

adjacente ao explante de GRD (células contidas no quadrado branco, Figuras 16 D-

F) permitiu a comparação do número de células gliais entre os grupos controle, NGF 

e MC-CDMO, 48h após incubação.  O grupo MC-CDMO apresentou densidade 

celular cinco vezes maior (Figura 16 D, F e H, p<0,001) do que o grupo controle, 

sendo também maior que os grupos tratados com NGF (Figura 16 E, p<0,05) e  
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Figura 16. Atividade trófica de CDMO aumenta a migração e a densidade de células de Schwann de 
explantes de GRD in vitro. Fotografias em baixo aumento de explantes de GRD de embriões de rato 
(E16) cultivados durante 24 (A-C) e 48 horas (D-F). A-C: Halo de migração das células de Schwann
incubadas durante 24h com DMEM F-12+10% SFB (meio padrão, A), NGF 50ng/mL (B) e MC-CDMO (C). 
D-F: Densidade celular e organização das células de Schwann incubadas durante 48h com DMEM F-
12+10%SFB (D), NGF 50ng/mL (E) e MC-CDMO (F). Histogramas da análise quantitativa do raio de 
migração (G) e densidade de células de Schwann por área. Barras A-F=200µm
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BDNF (p<0,01, 150% maior).  A densidade celular entre os grupos MC-CDMO e 

NGF+BDNF foi semelhante. Conclui-se que o meio condicionado das CDMO foi 

então capaz de aumentar o raio de migração e a densidade de células gliais a partir 

de explantes de GRD de embriões de rato E16. 

 

4.8- A Atividade Trófica de CDMO Aumenta a Migração de Células de 
Schwann a partir de explantes de Nervo Ciático Adulto. 
  

 Foram utilizados explantes de nervo ciático de ratos adultos para uma 

análise quantitativa do número de células de Schwann e fibroblastos migratórios, 

após incubação de dez dias (Figura 17 A-E). Os explantes incubados em meio 

controle (DMEM F-12 + 10% SFB) apresentaram um número pequeno de células 

migratórias sendo que na maioria não foi observado migração celular (Figura 17 A, 

n=5). No entanto, explantes incubados com MC-CDMO apresentaram um grande 

número de células migratórias (Figura 17 E, n=5), assim como os explantes tratados 

com NGF (Figura 17 B, n=5) e BDNF (Figura 17 C, n=5). O número de células de 

Schwann que migraram a partir dos explantes incubados com MC-CDMO foi 10 

vezes maior quando comparado aos explantes controle (Figura 17 F) e 

aproximadamente 40% maior que os grupos tratados com NGF (50ng/mL) e BDNF 

(50ng/mL). A quantificação do número de fibroblastos oriundo dos explantes tratados 

com MC-CDMO foi 10 vezes menor quando comparado com explantes incubados 

com NGF e 6,5 vezes menor se comparado com aqueles tratados com BDNF 

(50ng/mL).  

 Conclui-se que o meio condicionado de CDMO induz uma maior migração 

de células a partir dos explantes de nervo ciático e essa migração é 

preferencialmente de células de Schwann. 
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Figura 17. Atividade trófica de CDMO aumenta a migração das células de Schwann a partir de 
explantes de nervo ciático lesionado. Fotografias de explantes derivados de nervos ciáticos de ratos 
adultos, previamente lesionados por esmagamento (24h antes) e incubados durante 10 dias com DMEM 
F-12 (meio padrão, A), NGF 50ng/mL (B), BDNF 50ng/mL (C) e MC-CDMO (D). E: Fotomicrografia em 
maior aumento demonstrando células de Schwann (seta) e fibroblastos (cabeça de seta) que migraram a 
partir do explante de nervo ciático (Expl.). F: Histograma do número de células de Schwann e 
Fibroblastos que migraram a partir do explante de nervo ciático. Barra: A-D=200µm; E=100µm.
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4.9- CDMO Aumentam a Proliferação de Células de Schwann in vivo . 
 

 Para analisar uma possível contribuição das CDMO na proliferação de 

células de Schwann após lesão do nervo ciático, os animais receberam injeções 

intra-peritoniais de BrDU, durante dez dias, uma vez ao dia. A análise dos cortes 

longitudinais de nervo ciático mostrou intensa atividade proliferativa nas regiões 

adjacentes a lesão do nervo (Figura 18A-D). Os animais que receberam CDMO 

apresentaram um número 90% maior de células BrDU+/GFAP+ do que os que 

receberam apenas veículo (PBS10mM+Matrigel) (Figura 18 A, B, F, p<0,01) mas, 

por outro lado, apresentaram cerca de 26 vezes  mais células BrDU+/GFAP+ do que 

nos animais não lesionados (Figura 18 E e F, p<0,001). No coto distal, no entanto, 

não houve diferença no número de células BrDU+/GFAP+ entre os animais que 

receberam células e os que receberam veículo (Figura 18 C, D e F).  

 

4.10- CDMO Aumentam a Proliferação de Células Satélite no GRD in vivo. 
 

Para análise da proliferação de células satélite do GRD após lesão do nervo 

ciático e injeção das CDMO ou apenas veículo (PBS 10mM+Matrigel), os animais 

receberam durante dez dias, uma vez ao dia,  injeções intra-peritoniais de BrDU. 

Cortes longitudinais de GRD (L4 e L5) imunoreagidos para BrDU revelaram a 

existência de uma proliferação basal de células satélite em ratos não lesionados 

(Figura 19 A).  Por outro lado, observou-se que o número de células BrDU positivas 

aumentou 7 vezes após a lesão do nervo ciático e a injeção de veículo (Figura 19 B 

e D, p<0,001) e 12 vezes nos animais que receberam CDMO (L4, Figura 19 C e D,  
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Figura 18. CDMO aumentam a proliferação de células de Schwann in vivo após lesão do 
nervo ciático A-E: Fotomicrografias de cortes logitudinais de nervo ciático 10 dias após lesão, 
duplamente marcados para BrDU (verde) e GFAP (vermelho) e contra-corados com DAPI. As 
imagens representam coto proximal de um rato que recebeu CDMO (A), o coto proximal de um 
rato que recebeu PBS10mM (B), o coto distal de um rato que recebeu CDMO (C), o coto distal de 
um rato que recebeu PBS10mM (D) e um nervo que não sofreu lesão (E). F: Histograma da 
proliferação das células de Schawnn (BrDU+/GFAP+) sob as diferentes condições experimentais. 
Barra: A-E=50µm.
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Figura 19. A atividade trófica de CDMO aumenta a proliferação das células-satélite do GRD após 
lesão do nervo ciático. A-C: Fotomicrografias em contraste de fase e fluorescência de cortes 
longitudinais de GRD de ratos adultos que tiveram seus nervos ciáticos lesionados e receberam 
PBS10mM+Matrigel (B), CDMO+Matrigel (C) e de um nervo que não sofreu lesão (A), imunomarcados
para BrDU e contra-corados com DAPI para visualização dos núcleos celulares. D: Histograma da 
análise da proliferação das células-satélite nos GRDs L4 e L5. Barra: A-C=50µm
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p<0,001). Os animais injetados com CDMO apresentaram 57,5% mais células BrDU 

positivas quando comparados aos animais injetados apenas com veículo (L4, Figura  

19 D, p<0,01). O GRD L5 apresentou diferenças semelhantes às observadas em L4 

(Figura 19 D).  

 Conclui-se que a lesão do nervo ciático seguida da injeção de veículo 

aumentou significativamente a proliferação de células satélite em ambos os GRDs 

analizados. As CDMO, por sua vez, potencializaram ainda mais o aumento da 

proliferação de células satélite. 

 

 
4.11- A Atividade trófica de CDMO aumenta a proliferação glial na medula 
espinhal após lesão do Nervo Ciático. 
 

Para a análise da proliferação glial na medula espinhal os animais cujos 

nervos ciáticos foram lesionados receberam durante dez dias, uma vez ao dia, 

injeções intra-peritoniais de BrDU. Os cortes longitudinais da região lombar (L4-L6) 

da medula espinhal mostraram que em animais não lesionados, existe uma 

proliferação basal de células gliais visualizadas com a dupla imunomarcação para 

BrDU e GFAP (Figura 20A). Na substância cinzenta não foi observada nenhuma 

marcação para BrDU nos animais não lesionados. Por outro lado, em animais 

lesionados que receberam PBS, o número de células BrDU+/GFAP+ foi 2 vezes 

maior (p<0,05) enquanto que na substância cinzenta esse aumento foi de 4 vezes 

(p<0,05) (Figura 20 B, F e G).  No lado contra-lateral não houve diferença 

significativa entre os animais não lesionados e aqueles que receberam apenas PBS 

(Figura 20C, F e G).  
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Os animais que receberam CDMO apresentaram um aumento de 8,5 vezes 

no número de células BrDU+/GFAP+ positivas na substância branca quando 

comparados à mesma região nos animais não lesionados (p<0.01) (Figura 20 D e F). 

Essa diferença foi 1,2 vezes maior quando comparado aos animais lesionados que 

receberam apenas PBS 10mM. Por outro lado o número de células BrDU+/GFAP+ 

positivas foi 7,5 vezes maior nos animais que receberam CDMO quando 

comparados aos animais não lesionados, na substância cinzenta (p<0,001) (Figura 

20 D e G). Esse número foi 76% maior quando comparado com animais lesionados 

que receberam apenas PBS 10mM.  Não houve diferença significativa no número de 

células BrDU+/GFAP+ positivas no lado contra lateral à lesão dos animais que 

receberam CDMO se comparados às demais regiões e condições experimentais. No 

entanto, também foram observadas células com esse perfil de marcação no lado 

contra-lateral de animais lesionados que receberam CDMO ou PBS 10mM. 

 Foi possível observar que a lesão do nervo ciático promoveu um aumento 

significativo no número de células gliais tanto na substância branca quanto na 

substância cinzenta do lado ipso lateral a lesão. As CDMO por sua vez aumentaram 

significativamente esse número de células gliais em proliferação. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 85



 

Figura 20. A atividade trófica de CDMO aumenta proliferação a glial no corno anterior da medula 
espinhal após lesão do nervo ciático. A-E: Imagens obtidas por microscopia confocal de cortes transversais 
de medula espinhal duplamente imunomarcados para GFAP (vermelho) e BrDU (verde) e contra corados com 
DAPI. A figura A representa a medula de um animal não lesionado. B e C: Região ipso-lateral (B) e  região 
contra-lateral (C) de um animal lesionado que recebeu apenas 10mM.  D e E: Região contra-lateral (D) e região 
ipso-lateral (E) de um animal lesionado que recebeu CDMO.  F e G: Histogramas do número de células 
GFAP+/BrDU+ presentes na substância cinzenta (DL) da medula espinhal (F) e na região adjacente localizada 
na substância branca (G). SC: Substância cinzenta. SB: Substância branca. DL: Região dorso-lateral do corno
anterior da medula espinhal. Barras: A-E=50µm.
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5- Conclusões 
 
 

1- CDMO se mantém no sitio onde foram injetadas e aumentam a regeneração dos 

axônios do nervo ciático no interior do tubo nos períodos iniciais (7 e 21 dias) após 

lesão;  

2- CDMO aumentam a sobrevivência de neurônios sensitivos de gânglio da raiz dorsal 

(GRD), mas não aumentam a sobrevivência de motoneurônios 21 dias após lesão do 

nervo ciático; 

3- CDMO aumentam o número de axônios de neurônios sensitivos e motores em 

regeneração após lesão do nervo ciático; 

4- CDMO apresentam baixo potencial de diferenciação em células de Schwann 14 dias 

após lesão do nervo ciático in vivo, no entanto se mantém na região em 

regeneração; 

5- A atividade trófica de CDMO promove sobrevivência neuronal e neuritogênese in 

vitro; 

6- A atividade trófica de CDMO induz migração glial a partir de explantes de GRD e 

nervo ciático in vitro;  

7- CDMO aumentam proliferação de células de Schwann no coto proximal e células 

satélilte do GRD após lesão do nervo ciático in vivo; 

8- CDMO aumentam a proliferação de astrócitos da medula espinhal após lesão do 

nervo ciático in vivo. 
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Figura ilustrativa das conclusões. CDMO podem contribuir para o aumento da sobrevivência de neurônios do GRD e para o 
aumento do número de axônios motores e sensitivos em regeneração. CDMO podem também contribuir para o aumento da 
proliferação glial de células de Schwann, no coto proximal do nervo ciático lesionado, aumento da proliferação de células satélite do 
GRD e aumento da proliferação glial na substância branca (SB) e na substância cinzenta (SC) da medula espinhal lombar.
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6- Discussão 

 
 
6.1- Contribuições das células derivadas da medula óssea para a regeneração 
do sistema nervoso periférico: Estariam essas células agindo como mini-
bombas de liberação contínua? 

 

Nesse trabalho, inicialmente observou-se que as CDMO se mantêm no sítio 

de lesão 7, 14 e 21 dias após transecção do nervo ciático e injeção das CDMO no 

tubo de polietileno. Essas células foram encontradas próximas aos axônios em 

regeneração, no interior do tubo de polietileno. Dados semelhantes foram 

demonstrados por Dezawa e colaboradores em 2001. Para visualizar os axônios em 

regeneração foram utilizadas as marcações de NF-200 e GAP-43 no coto distal à 

lesão, além da análise quantitativa dos corpos celulares DiI positivos. Desta forma foi 

possível analisar não só a extensão da regeneração, mas também o número de 

neurônios regenerando seus axônios ao longo do tubo e se reinserindo no coto distal 

a lesão. Através da marcação dos corpos celulares dos neurônios com DiI, foi 

possível também determinar quais populações celulares estavam regenerando seus 

axônios.  Foi observado um aumento no número de axônios no interior do tubo nos 

animais tratados com CDMO comparados com os animais controle, 21 e 42 dias 

após o transplante das células. Não houve diferença entre os grupos experimentais 

sete dias após o transplante, todavia a média de crescimento axonal no interior do 

tubo foi maior nos animais transplantados. Juntos, esses dados sugerem que em 

períodos iniciais após a lesão, as CDMO podem contribuir de alguma forma para 

uma regeneração mais rápida dos axônios do nervo ciático lesionado. 

Foi descrito que aproximadamente 40% dos neurônios do GRD sofrem 

apoptose após transecção total do nervo ciático de ratos ou camundongos adultos 

 89



(Holmberg et al., 2001; Pierucci e Oliveira, 2006). Também foi descrito recentemente 

que o volume total do GRD é reduzido em aproximadamente 15% após transecção 

total (West et al., 2007). Nossos resultados mostram que, animais que receberam 

transplante de CDMO no sítio de lesão tiveram uma diminuição na taxa de morte 

celular de neurônios quando comparados com o grupo controle. Houve em média 

uma redução de 31% no número de neurônios no GRD L4 e 22,5 % no GRD L5 

após a transecção do nervo ciático. No entanto, quando os animais receberam 

CDMO houve um aumento de 14% no número de neurônios do GRD L4 e 17% no 

GRD segmento L5. Em contraste com esses números, a análise quantitativa dos 

motoneurônios revelou que não houve diferença nos animais que receberam CDMO 

ou apenas veículo (PBS10mM). É sabido que em mamíferos adultos não há morte 

celular de motoneurônios após transecção do nervo ciático (Hammanberg et al., 

2000). Portanto, uma vez que não há perda dessa população neuronal, nossos 

resultados corroboram a ausência de contribuições das CDMO para um possível 

aumento da sobrevivência dos neurônios motores.  

Foi demonstrado o aumento na densidade de axônios no coto distal a lesão 

42 dias após o tratamento com as CDMO. Esse aumento foi revelado utilizando-se o 

GAP-43 como marcador para regeneração axonal, (Woolf et al., 1990; Chong et al., 

1994; Yin et al., 2006) comparando-se os animais tratados com os que receberam 

apenas veículo. Utilizando DiI como traçador axonal (Rosário et al., 1993; Ramon-

Cueto e Nieto-Sampedro, 1994; Oysiku e Wigston, 1996) aplicado no coto distal a 

lesão também foi possível observar a contribuição das CDMO para a regeneração 

de axônios de motoneurônios e neurônios do GRD. Além disso, observou-se que 

neurônios do GRD que possuem corpo celular de tamanho pequeno médio e grande 

regeneraram seus axônios.  
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Nossos resultados demonstram que CDMO apresentam atividade trófica 

promovendo sobrevivência neuronal e extensa neuritogênese in vitro (Figuras 14 e 

15). É possível sugerir que os fatores tróficos liberados por CDMO estejam sendo 

transportados retrogradamente até os corpos celulares dos neurônios do GRD e 

motoneurônios, promovendo sobrevivência e crescimento axonal.  Para fortalecer 

essa hipótese, nós observamos que CDMOGFP+ não se diferenciam em células de 

Schwann, auxiliando assim na regeneração dos axônios. É conhecido o fato de que 

o transporte axonal retrógrado de fatores tróficos é aumentado após lesão de nervos 

periféricos (Murphy et al., 1999; Rind et al., 2006; Barati et al., 2006). A atividade 

trófica de CDMO foi observada em culturas de neurônios simpáticos dissociados 

após a incubação com MC-CDMO por 48h (Figura 14C), onde a sobrevivência e 

neuritogênese observadas foram semelhantes com a adição de NGF.  Mais de 95% 

dos neurônios do gânglio simpático são responsivos ao NGF através da ligação aos 

receptores do tipo tirosina cinase A (TrKA) sinalizando para sobrevivência e 

crescimento axonal (Glevoba e Ginty, 2005). Além disso, aproximadamente 70% dos 

neurônios do GRD são neurônios nociceptivos e possuem receptores do tipo TrKA, 

portanto, também são responsivos ao NGF.  A hipótese de que o NGF seja uma das 

moléculas expressas e secretadas por CDMO é fortalecida pela identificação do 

RNAm e da proteína através das técnicas RT-PCR, Western Blotting e ELISA 

utilizando material obtido do lisado de CDMO e meio condicionado de CDMO (Chen 

et al., 2007b; Pereira-Lopez et al., 2006; Crigler et al., 2006).  Os dados referentes a 

expressão de BDNF variam de acordo com a população de CDMO estudadas. 

Pereira Lopez e colaboradores (2005) demonstraram a ausência do RNAm de BDNF 

em células do estroma da medula óssea de ratos através de RT-PCR. No entanto, 

em sub-populações de células mesenquimais humanas a expressão do BDNF é 
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maior que a expressão de NGF (Crigler et al., 2006).   Qin Chen e colaboradores 

(2005) demonstraram que além de NGF e BDNF, células do estroma da medula 

óssea expressam também GDNF, CNTF e NT-3.   

É cada vez mais frequente o número de trabalhos que mostram a contribuição 

de células derivadas da medula óssea através da expressão e liberação de 

moléculas com atividade sinalizadora em neurônios.  No entanto, pouco se sabe 

sobre quais os tipos celulares envolvidos com a produção dos fatores tróficos e 

quais as condições ideais de cultivo ou transplante para que esse suporte trófico 

tenha o rendimento ideal. 

 

6.2- Atividade trófica de células derivadas da medula óssea agindo em duas 
populações celulares: Neurônios e Glia.  
 

          6.2.1- Proliferação de células de Schwann após lesão. 

  

Nossas observações sobre o efeito do meio condicionado das CDMO nos 

permite sugerir a existência de uma atividade direta sobre populações gliais, além do 

efeito direto sobre populações neuronais sugerido anteriormente.  Foi demonstrado 

que o MC-CDMO aumenta preferencialmente o número de células de Schwann 

migratórias, após 10 dias de incubação de explantes de nervo ciático de ratos 

adultos previamente lesionados. Corroborando esses dados, foi observado que as 

CDMO são capazes de aumentar a proliferação das células de Schwann no coto 

proximal do nervo lesionado (Figura 18).  Recentemente foi demonstrado que o 

FGF-2 ligando-se ao receptor de FGF tipo 3 é um potente indutor de proliferação de 

células de Schwann após lesão do nervo ciático de ratos adultos (Jungnickel et al., 

2004). Esse mesmo fator é capaz de inibir a mielinização promovida por células de 
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Schwann durante esse mesmo período (Jungnickel et al., 2006). Dados recentes do 

nosso laboratório mostraram através de RT-PCR a presença do RNA mensageiro de 

FGF no lisado de células mesenquimais que foram cocultivadas com explantes de 

nervo ciático transeccionado. Esse dado sugere que essa molécula ative a 

proliferação das células de Schwann a partir de fragmentos de nervo lesionado em 

cultura e também in vivo no coto proximal do nervo lesionado. O aumento das 

concentrações de BDNF durante a regeneração periférica e a ligação dessa 

neurotrofina ao receptor de baixa afinidade para neurotrofinas p75, promove 

remielinização das células de Schwann durante a regeneração do nervo ciático 

(Zhang et al., 2000; Song et al., 2006).  Em paralelo aos efeitos das moléculas 

citadas acima, foi demonstrado que o TGF-β é capaz de induzir nas células de 

Schwann o aumento da liberação de fatores tróficos (Rogister et al., 1993; Sulaiman 

e Gordon, 2002). Esse dado nos permite imaginar que a atividade trófica de CDMO 

possa também promover o aumento da secreção de fatores tróficos em populações 

residentes no SNP.  Além disso, o TGF-β quando adicionado sozinho em cultura 

primária de células de Schwann, induz morte celular. Porém, quando adicionado 

juntamente com Neuregulina-1 promove proliferação dessas células (D`Antônio et 

al., 2006).   

 A sobrevivência, proliferação e organização das células de Schwann são 

fundamentais para que os neurônios periféricos possam sobreviver e seus axônios 

regenerar. Dessa forma, a atividade trófica das CDMO se mostra importante para o 

aumento da regeneração do SNP, mesmo agindo indiretamente sobre populações 

gliais. 
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6.2.2- Proliferação das células satélite do GRD. 

 

A análise da marcação de BrDU também mostrou que as células satélite do 

GRD aumentaram sua proliferação in vivo 10 dias após a transecção do nervo 

ciático.  Além disso, a atividade trófica das CDMO aumentou ainda mais essa 

proliferação glial no GRD. Células satélite eram consideradas apenas como células 

com função estrutural no GRD adulto até a década passada.  No entanto, alguns 

trabalhos mostraram os papéis biológicos dessas células para a manutenção da 

homeostasia de neurônios após o desenvolvimento embrionário.  Huang e 

colaboradores (2006) demonstraram através de injeção do corante fluorescente 

Lucifer yellow, que 26,2% das células satélite do gânglio da raiz dorsal se 

comunicam com os neurônios através de junções do tipo GAP. Eles demonstraram 

ainda que a diminuição do pH, que é comum em processos inflamatórios, diminui a 

comunicação entre essas células. Foi também caracterizado o transporte de íons 

(Na+/K+/Ca2+), fatores tróficos (NGF, BDNF e NT-3) e segundos mensageiro (AMPc 

e GMPc) de células gliais para neurônios do GRD em ratos adultos (Liu et al., 2003; 

Thippeswamy et al., 2005; Arteaga et al., 2004).  Essas informações sugerem que o 

aumento da proliferação de células satélite no GRD do rato adulto após o 

transplante de CDMO possa aumentar o suporte de fatores necessário reduzindo a 

morte celular dos neurônios. Além do suporte aos neurônios, células satélite atuam 

ainda no crescimento e manutenção de vasos sanguíneos do GRD através da 

liberação de VEGF (Kutcher et al., 2004). Entretanto, não se pode descartar a 

possibilidade de liberação de VEGF pelas CDMO com efeito sobre os vasos em 

crescimento no nervo em regeneração (para revisão ver Mendez-Otero et al., 2007).  
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Independente do aumento na proliferação glial no GRD após lesão do nervo 

ciático, foi demonstrada a existência de uma proliferação basal desse tipo celular em 

ratos não lesionados. Recentemente, Li e colaboradores (2007) isolaram e 

caracterizaram uma população de células progenitoras da crista neural no GRD de 

ratos adultos. Esse grupo mostrou que células semelhantes a progenitores gliais e 

neuronais são derivadas de células satélite, utilizando o ensaio de BrDU. Com base 

nessas observações, o grupo sugere que após lesão, novos neurônios podem ser 

gerados no GRD do rato adulto, a partir desses progenitores.  

 

6.2.3- Proliferação de células gliais na medula espinhal. 

  

Os ensaios de proliferação in vivo mostraram que a lesão do nervo ciático de 

ratos adultos aumenta a proliferação de células gliais no lado ipso- lateral a lesão na 

medula espinhal. Foi possível identificar células gliais duplamente positivas para 

BrDU e GFAP tanto na substância branca como na substância cinzenta. Esses 

dados sugerem que exista uma sinalização nas duas áreas do segmento lombar da 

medula espinhal induzindo a proliferação glial. Os animais que receberam o 

transplante de CDMO tiveram um aumento ainda maior na proliferação glial nas 

substâncias branca e cinzenta. Esse aumento de proliferação ocorreu em regiões 

próximas dos motoneurônios cujos axônios foram lesionados. Essa observação 

fortalece a hipótese de que fatores tróficos proveniente das CDMO e transportados 

pelos axônios possam estar estimulando o aumento da proliferação das células gliais 

vizinhas aos corpos celulares dos motoneurônios em regeneração.  Sabe-se que 

lesões no SNC estimulam a proliferação de oligodendrócitos e astrócitos, que 

liberam uma variedade de fatores tróficos que atuam na sobrevivência e plasticidade 
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dos neurônios (Swanson et al., 2004; Ridet et al., 1997). Gao e colaboradores (2005) 

demonstraram que células do estroma da medula óssea quando co-cultivadas com 

astrócitos aumentam a produção de RNAm de BDNF, VEGF e FGFb. Uma vez que o 

BDNF tem papel fundamental na sobrevivência e plasticidade de motoneurônios via 

receptores TrKB, é possível que, tanto o BDNF liberado pelas CDMO como o 

aumento da expressão dessa neurotrofina pelos astrócitos, induzam um aumento no 

número de axônios em regeneração e o comprimento de regeneração.  

 

6.3- Perspectivas e considerações finais sobre o uso de CDMO em terapias 
celulares na regeneração do SNP. 
 
 
 Os resultados apresentados neste trabalho associados aos dados 

recentemente apresentados por outros autores demonstram que as CDMO podem 

contribuir para a regeneração de nervos periféricos e recuperação da função 

comprometida. A análise da regeneração até seis semanas após lesão e tratamento 

com CDMO, como realizado neste trabalho, não é suficiente para o estudo da 

recuperação das funções perdidas. No entanto, é muito importante manter o maior 

número possível de neurônios em regeneração, para que a recuperação funcional 

em períodos posteriores represente efetivamente o restabelecimento da função 

perdida.  As CDMO, através da secreção de fatores tróficos, podem ser utilizadas 

como uma ferramenta importante para terapias celulares em pacientes que sofreram 

algum tipo de lesão de nervos por acidente ou em decorrência de uma patologia que 

leve a compressão, rompimento ou perda de função. No Brasil, estudos clínicos 

preliminares utilizando CDMO foram realizados em pacientes com lesão de nervos 

periféricos. Embora os dados obtidos tenham sido animadores, ainda existe muita 

controvérsia na tentativa de explicar como essas células atuam na contribuição da 
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melhora da função perdida nesses pacientes. Além disso, o estudo de mecanismos 

fundamentais na contribuição das CDMO ajuda a entender quais populações 

celulares estão envolvidas na regeneração de nervos periféricos.   

 Ainda em relação aos estudos básicos, seria muito importante caracterizar 

os fatores que estão sendo produzidos pelas CDMO, não só em períodos curtos, 

mas também ao longo de todo o tratamento. É de fundamental importância a 

caracterização da ocorrência de mudanças no conjunto de fatores tróficos 

secretados ao longo do tratamento além da caracterização das populações celulares 

beneficiadas com tal procedimento.  
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