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Objetivos: Propor um modelo experimental de transplante de
células do sistema nervoso fetal de ratos Wistar para o sitio de
lesdo medular de ratos adultos que permitisse sua sobrevivéncia
e integracao para possibilitar protocolos de pesquisa que identifi-
caréo outros fatores de regeneracéo e recuperagao funcional pos
trauma raquimedular. Métodos: Vinte ratos adultos foram subme-
tidos a laminectomia, e lesao de 5mm de hemimedula realizada
com auxilio de microscépio Optico. Quinze deste ratos tiveram
seu sitio de lesdo medular transplantado com células do siste-
ma nervoso central de fetos de rato; os ratos foram monitorados
por 2 dias e tiveram sua coluna vertebral extraida para analise
histolégica. Resultados: Evidenciou-se que em 60% dos casos
as células transplantadas permaneciam viaveis no sitio da lesao
e que a reagao inflamatdria no grupo transplantado era sempre
maior que no grupo controle. Conclusdo: O presente trabalho
demonstrou a possibilidade de contar com o0 modelo de pesquisa
para transplante de células fetais que permanecem viaveis 2 dias
apos seu implante.

Descritores: Traumatismos da medula espinal. Células fetais.
Ratos.

Objective: To propose an experimental model for transplantation
of fetal cells from the nervous system of Wistar rats to the site
of spinal cord injury in adult rats, to enable their survival and
integration for research protocols that identify other factors of
regeneration and functional recovery following spinal cord trau-
ma. Methods: Twenty adult rats were submitted to laminectomy
and a 5mm incision was made, using an optical microscope,
In fifteen of these rats, the site of the spinal cord lesion was
transplanted with cells from the fetal rat central nervous system;
the rats were monitored for two days, then the spinal cord was
removed for histological analysis. Results: In 60% of cases, the
transplanted cells remained viable in the site of the lesion; the
inflammatory response in the transplanted group was always
greater than in the control group. Conclusion: This study de-
monstrates the potential use of this research model for use in
the transplantation of fetal cells that remain viable two days after
their implantation.
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INTRODUGAO

A lesédo traumatica da medula espinal consiste numa das mais
incapacitantes lesdes que o ser humano pode sofrer e tem des-
pertado grande interesse no conhecimento das alteragdes histo-
patoldgicas, bioquimicas, funcionais e, principalmente, na busca
de métodos de prevencéo e tratamento.

Outrora tida com uma doenca sem tratamento’, as lesdes agudas
da medula espinhal provenientes do traumatismo raquimedular
podem ser minimizadas com o uso de drogas, desde que admi-

nistradas num curto espaco de tempo apds o trauma?S, Tal avango
deveu-se sobretudo a observacgdes histolégicas que permitiram
melhor compreensdo da sequéncia de eventos envolvidos na le-
séo espinal.*

No inicio deste século foram realizados os primeiros experimentos
acerca da fisiopatologia da leséo espinal. Contudo, estes traba-
lhos s6 foram retomados na década passada por investigadores
que comegaram a valorizar as mudancgas tempo dependentes na
patologia do trauma raquimedular.

Todos os autores declaram nao haver nenhum potencial conflito de interesses referente a este artigo.
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O imenso déficit neurolégico decorrente da leséo da medula
espinal advém da somatoria de dois eventos distintos: a lesao
mecanica inicial e a lesdo enddgena secundéria consequente
a primeira.>® A lesao priméaria é produzida pelo trauma em si,
com morte celular e liberagdo de eletrolitos, metabdlitos e enzi-
mas, sendo portanto um processo mecanico que independe de
controle celular. A lesdo secundéria da medula espinal envolve
complexas mudangas bioquimicas, surgindo como cascata de
eventos envolvendo edema, inflamagéao, isquemia, reperfuséo,
fatores de crescimento, metabolismo do calcio e peroxidase lipi-
dica onde os esforgos cientificos se concentram para possibilitar
seu controle.”® Farmacologicamente, drogas moduladoras das
respostas enddégenas a lesdo primaria estao sendo progressi-
vamente introduzidas a fim de limitar o dano tecidual e melhorar
o potencial de recuperacéao funcional destes pacientes. Estas
drogas visam interromper 0os mecanismos fisiopatoldgicos de
lesdo neuronal secundaria.®

Avancos clinicos e cientificos indicam que as lesdées agudas na
medula espinal podem ser manipuladas por terapéuticas farma-
colégicas utilizadas num curto espago de tempo. A metilpredni-
solona administrada dentro das primeiras 8 horas pés-trauma é o
primeiro agente farmacolégico a demonstrar melhora significativa
na recuperagao do trauma raquimedular em seres humanos.'""'3
Outras drogas, como tirilizade' e o GM-1'%16 ainda sob investi-
gacao clinica, apresentam promissores resultados preliminares.
Estes avancos podem representar grande melhora na qualidade
de vida de pacientes com lesdo da medula espinal, desde que
sejam adotados pela prética clinica.

Apos lesdes do sistema nervoso central hd um periodo de déficit
seguido de periodo de variavel recuperacao funcional. Tal recu-
peracao se deve principalmente a alteragbes nos circuitos nao
lesados, mas 0 processo exato de recuperacao ainda nao foi
completamente esclarecido. Transplante de células neurais tem
auxiliado nos estudos para compreensao do desenvolvimento do
SNC e sua resposta a lesdes. Mais recentemente, tais transplan-
tes tem sido empregados na tentativa de otimizar a recuperacao
funcional pos leséo. O mecanismo especifico através do qual tais
transplantes atuam também n&o foram esclarecidos mas existem
teorias apontando desde agéao tréfica como também liberacéao
de hormbnios e neurotransmissores e até reinervacéo das célu-
las hospedeiras por células transplantadas.'” Pesquisas atuais
buscam determinar qual o grau de recuperacao que pode ser
conseguida com estes transplantes.

A possibilidade de emprego de células de sistema nervoso fetais
para o tratamento de grande diversidade de patologias do Siste-
ma Nervoso fez com que houvesse crescente nimero de estudos
acerca da fisiologia da sobrevivéncia e integragao do transplante.
Hoje se sabe que o transplante de células fetais potencializa a
recuperacao motora tanto de individuos imaturos como adultos;
mas 0 mecanismo responsavel por tal observagdo permanece
desconhecido.'

Foram descritos diversos protocolos de transplante de células
do sistema nervoso fetais, mas ainda ndo ha consenso quanto
ao melhor método.'®

OBJETIVO

O obijetivo do presente trabalho é avaliar a viabilidade de um
transplante de células do sistema nervoso fetal de ratos que per-
mita sua sobrevivéncia e integracao para possibilitar protocolos
de pesquisa que identificardo outros fatores de regeneragéao e
recuperacao funcional pés trauma raquimedular.
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MATERIAL E METODOS
Modelo de Lesao Medular e preparacao do tecido doador

Seguindo o protocolo de Barros Filho' em seu trabalho, foram
agrupados, em cinco gaiolas, um rato e duas ratas, e ap6s 12h
foram colhidos swabs vaginais das ratas que foram analisados
em microscépio Optico para verificagdo da presenga de esper-
matozoides. As ratas cujos swabs vaginais continham esperma-
tozodides foram consideradas gravidicas e separadas em outra
gaiola. Repetiu-se o processo até a obtencdo de quatro ratas
gravidicas.

O tecido doador foi obtido através de cirurgia cesariana em ratas
gravidicas no 14° dia de gestacéo tendo como dia 0 o dia da
fertilizagao. Imediatamente apos a ceséarea, cada feto teve remo-
vido seu sistema nervoso central que seria inoculada no defeito
medular produzido nos ratos adultos.

Foram analisadas inicialmente as lesdes produzidas em 15 ratos.
As lesoes foram produzidas através de laminectomia nivel de T10
e aspiracao e microdissecgao gentil de 5mm de hemimedula
do rato.

O tecido doador foi entdo inoculado no sitio da lesdo através
de micropipetas e o sitio da lesdo devidamente suturado. Foi
analisado conjuntamente um grupo controle de cinco ratos que
foram submetidos a mesma lesdo medular do grupo experimental,
mas que tiveram seu sftio de leséo inoculado apenas com soro
fisiolégico.

Decorridos dois dias do implante, os ratos foram sacrificados,
tiveram suas medulas excisadas cirurgicamente e submetidas a
andlise histolégica para analisar a viabilidade das células trans-
plantadas.

Ratos

Foram utilizados ratos da raga Wistar de um Unico fornecedor. A
idade dos ratos deve ser de 20 semanas e 0 peso de 240+40g
para as fémeas, 270-315g para os machos. Os ratos foram obti-
dos uma semana antes da cirurgia, podendo assim serem aclima-
tizados e se tornarem manuseaveis. Os ratos devem ter a garantia
de serem livres de patégenos. Se mais de um rato for mantido
junto apds a cirurgia, atenta-se para a identificagao dos ratos da
mesma gaiola e tenta-se manter ratos de uma mesma ninhada
ou relacionados juntos.

Procedimentos Anestésicos

Anestesia-se os ratos com pentobarbital intraperitoneal. Para as
fémeas usa-se uma dose de 35-55 mg/kg e para os machos uma
dose de 55-75 mg/kg. A dose 6tima deve variar dependendo de
muitos fatores. Mas, os ratos devem comecar a ficar anestesiados
em 5 minutos. Recomenda-se 35 mg/kg para fémeas e 55 mg/kg
para machos. Se a dose inicial ndo anestesiar o rato, nao se deve
dar mais pentobarbital. Esta dose de pentobarbital deve aneste-
siar o rato por aproximadamente 2 horas. Doses suplementares
nao sao recomendadas. Se um rato torna-se inaceitavelmente
desperto durante a cirurgia, deve-se parar 0 experimento.

Laminectomia

Expde-se a medula espinal com uma laminectomia para a

contusao.

* Faz-se uma abertura na pele da linha média dorsal para se
expor T10 da coluna espinal. (Figura 1A)

* Corta-se e afasta-se os musculos inseridos nos processos es-

pinhosos de T9-11, usando-se um coagulador bipolar para se
estancar hemorragias se necessario.
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* Remove-se T10 e a metade distal do processo espinhoso de T9
com um micro sacabocados. Comeca-se pela borda caudal de
T10 e delicadamente retira-se pequenos fragmentos ao longo
da lamina com o micro sacabocados orientado em direcéo a
cabeca até a metade caudal da lamina de T9. (Figura 1B) Nao
se lesa a medula. (Figura 2)

T £
Figura 2 - Exposicao da medula espinal.

Producao de lesao medular

* Procede-se a remogao de segmento de cerca de 5mm da he-
mimedula do rato através de aspiragéo e microdisseccéo com
auxilio de microscopio.

¢ Retira-se o rato colocando o mesmo em uma superficie aque-
cida. Inspeciona-se o sitio de contuséo. Estanca-se qualquer
hemorragia. Lava-se o sitio de contusao com soro fisiologico.

Material para implante

* As ratas fémeas com 14 dias de gestagao foram anestesiadas
e entdo submetidas a laparotomia e histerectomia. (Figura 3A)

Os fetos foram removidos individualmente e ressecados com
auxilio de técnica microcirdrgica para isolar células embrionarias
do SNC (Sistema Nervoso Central) (Figura 3B). O material obtido
foi seccionado transversalmente em segmentos de 5mm para
implante no sftio da les&o.

‘ B A AR
Figura 3 - A) Exposicédo do utero gravidico através de cesariana.
B) Feto.

Implante de células fetais no sitio de lesao

* O segmento de SNC fetal ja previamente seccionado foi implan-
tado no sitio da lesédo medular nos ratos adultos.

* Apds o implante o saco dural foi fechado com cola de fibrina e
procedeu-se fechamento dos planos musculares, subcutaneo
e pele.

Grupo controle

Cinco ratos foram submetidos aos mesmos procedimentos que

0 grupo experimental, mas ao invés de terem seus sitios de lesao

inoculados com células fetais, tiveram seu sitio de lesdo inoculado

com soro fisioldgico.

Procedimentos pds-lesao

Durante dois dias apds a leséo, os ratos foram observados e

tiveram seus déficts registrados.

Eutanasia e Amostras de Tecido para Experimentos Agudos

A eutanésia foi realizada apds 2 dias de lesdo. Os procedimentos
para a eutanasia e a remogao de amostras de tecidos foram os
que se seguem.

* Pesa-se o rato para obter o peso corporal ao “sacrificio”.

* Anestesia-se 0 rato com uma dose de 40 mg/Kg de pentobarbital
dado intravenosamente.

* A artéria aorta do rato foi cateterizada através de toracotomia
para que o rato fosse perfundido com solugdo de paraformal-
deido. (Figura 4 A,B)

* Amostra da medula espinal.

* Rapidamente remove-se a coluna de C5 a L5, removendo-se a
maioria dos musculos; (Figura 5)

 Coloca-se a coluna em um tubo de centrifuga, tampa-se e sela-
se com Parafilme;

* Etiqueta-se o tubo com o a identificacao do rato (experimento,
ndmero, etc.).
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Figura 4 - A) Toracotomia e exposicdo cardiaca. B) Cateterizagao
cardiaca.

Figura 5 - Remogéo da coluna de C5 a L5.

Necropsia

Os seguintes procedimentos e informagoes devem ser usados e
agrupados com todos os ratos.

* Pesa-se 0 animal e confirma-se a identidade e o sexo do
mesmo.

* Remove-se a coluna e a medula espinal.

» Checa-se e anota-se a presenca de anormalidades grosseiras.
Em particular,
— cistites ou cistites hemorragicas;
— infarto renal, hepético ou cardiaco, visivel ou palpavel;
- infecgao no sitio cirdrgico;
— hemorragia na cavidade abdominal;
— edema pulmonar.

» Dispde-se o corpo de acordo com as regras e regulamentacoes
da Comissao de Etica de nosso servigo.
Analise histolégica da medula transplantada

A medula transplantada foi submetida a cortes histologicos e teve
analisada a magnitude da leséao provocada, presenga e localizacao
das células implantadas e viabilidade das células implantadas.
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RESULTADOS

Através do pareamento de um rato e duas ratas, quatro ratas tive-
ram swabs vaginais positivos para espermatozoéides. Todas estas
ficaram gravidicas e no 142 dia de gestacdo foram submetidas a
cesariana e sacrificadas.

Apos a lesédo medular, todos os ratos apresentaram déficits neu-
rolégicos, que variaram de monoplegia completa a paraplegia
completa. O achado clinico pode posteriormente ser correlacio-
nado com o achado histolégico da magnitude de lesdo medular
produzida segundo a Tabela 1:

Tabela 1 - Correlagdo entre a lesdo medular e histolégica e o déficit
neuroldgico clinicamente observado no pés-operatorio.

RATO POS OPERATORIO LESAO MEDULAR HISTOLOGICA
1 monoplegia 40%
2 paraplegia 50%, com hematoma
3 monoplegia 50%
4 paraplegia 50%
5 paraplegia subtotal
6 paraplegia subtotal
7 monoplegia 40%
8 paraplegia subtotal
9 paraplegia 50%
10 monoplegia 40%
1 monoplegia 40%
12 paraplegia subtotal
13 monoplegia 50%
14 monoplegia 50%
15 paraplegia 70%
16 paraplegia subtotal
17 monoplegia 40%
18 monoplegia 40%
19 paraplegia subtotal, com hematoma
20 paraplegia 50%

Apds dois dias do implante de células fetais, todos os vinte ratos
sobreviveram, néo sendo encontrados casos de autofagia, Ulceras
de presséao ou infeccao.

A andlise histolégica de cortes da medula correspondentes ao sitio
da lesao revelou que a lesdo medular resultante da microdissec-
cao nao foi uniforme, variando de lestes de 40% da medula até
leses subtotais. (Figura 6) Em trés casos foi encontrado hemato-
ma no sitio da lesao resultante de lesao da artéria espinal anterior.
(Figura 7 A,B e Tabela 2)

Em todos os casos em que houve implante de células fetais no
sitio da leséo, a analise de cortes histolégicos do sitio da leséo
apos 48 horas revelou a presenga das células fetais implantadas.
Contudo em 40% dos casos nao foram identificadas células fetais
no sitio da lesédo, mas somente no trajeto da lesdo. (Tabela 3)
(Figura 8 A,B e Figura 9 A,B)

Comparando os cortes histolégicos das medulas em que houve
transplante de células fetais com os cortes das medulas onde
nao houve, verificou-se a presenca de processo inflamatério ni-
tidamente mais intenso nas medulas onde houve transplante de
ceélulas fetais. Tal processo inflamatério em geral agrupava-se em
torno das células implantadas. (Tabela 4)
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Tabela 2 — Andlise histoldgica da lesao medular.

Tabela 3 - Viabilidade e localizagdo do implante de células fetais.

RATO LESAO MEDULAR HISTOLOGICA RATO IMPLANTE DE CELS FETAIS CELS IMPLANTADAS

1 40% 1 Sim no sitio e no trajeto da leséo
2 50%, com hematoma 2 Sim no trajeto da les@o

3 50% 3 Sim no sitio e no trajeto da leséo
4 50% 4 Sim no sitio e no trajeto da lesao
5 subtotal 5 Sim no trajeto da leséo

6 subtotal 6 sim no trajeto da les@o

7 40% 7 sim no sitio e no trajeto da leséo
8 subtotal 8 sim no trajeto da les@o

9 50% 9 sim no trajeto da leséo

10 40% 10 sim no sitio e no trajeto da lesao
11 40% 11 sim no sitio e no trajeto da leséo
12 subtotal, com hematoma 12 sim no trajeto da les@o

13 50% 13 sim no sitio e no trajeto da leséo
14 50% 14 sim no sitio e no trajeto da lesao
15 70% 15 sim no sitio e no trajeto da leséo
16 subtotal 16 nao

17 40% 17 néo

18 40% 18 nao

19 subtotal, com hematoma 19 néo

20 50% 20 nao

DISCUSSAO

Figura 6 — Corte macroscopico da coluna vertebral evidenciando o trajeto
da leséo e lesdo medular.

Figura 7 - A) Corte macroscépico da coluna vertebral evidenciando lesao
medular de 50% e hematoma no trajeto da leséo. B) Corte microscopico
evidenciando hematoma intramedular.

A lesdo traumatica da medula espinal consiste numa das mais
incapacitantes lesdes que o ser humano pode sofrer e tem des-
pertado grande interesse no conhecimento das alteracdes histo-
patolégicas, bioguimicas, funcionais e principalmente na busca
de métodos de prevencao e tratamento das sequelas resultantes
do trauma raquimedular.

Para o desenvolvimento do tratamento da lesdo medular no hu-
mano, sdo necessarios modelos experimentais para o teste de
drogas, cirurgias e outros procedimentos terapéuticos como o
transplante de células para o sftio da leséo. Ainda ndo existe na
literatura um modelo universalmente aceito de lesao medular ex-
perimental sobretudo em fungdo da grande diversidade de para-
metros que pode ser analisada e a grande diversidade de técnicas
terapéuticas testadas.

As lesdes medulares experimentais abertas séo as que criam as
melhores condicoes para estudo. As lesdes fechadas produzem
fraturas cujos fragmentos alteram o curso natural que se pretende
estudar. A medula exposta diretamente pode ser seccionada ou
contundida. Existem métodos experimentais que empregam o
impacto como a queda de peso causando a lesao medular; esma-
gamento da medula espinal com pingas especiais de aneurisma;
baldes extradurais que sao gradualmente insuflados; leséao por
radiofrequéncia e microdissecgdo. O modelo considerado ideal
seria aquele que aliasse 0 mecanismo de trauma geralmente en-
contrado em humanos, reprodutibilidade e possibilidade de ser
quantificavel. Contudo, tal modelo ainda ndo foi descrito.

Nosso estudo empregou o método de laminectomia e microdis-
seccao de 5mm de hemimedula para adaptar-se aos objetivos
deste primeiro trabalho da linha de pesquisa que consiste em
analisar a localizagdo e viabilidade de um segmento de 5mm de
SNC fetal implantado no sitio da leséo.

Acta Ortop Bras. 2010;18(5):284-90



Figura 8 — A) Corte microscopico evidenciando grupamento de células fetais no trajeto da leséo e no espago sub-aracnoideo. B) Corte microscopico

em menor aumento evidenciando grupamento de células fetais no musculo.

Figura 9 - A) Corte microscdpico evidenciando grup

fetais no sitio da leséo.

amento de células fetais no sitio da lesdo. B) Corte em menor aumento do grupamento de células

Tabela 4 — Magnitude do processo inflamatério 48 horas apos a lesao.

RATO | lhs Ferws| CELULAS WPLANTADAS | ERLLGC
1 sim no sitio e no trajeto da leséo discreto a moderado
2 sim no trajeto da leséo moderado a intenso
3 sim no sitio e no trajeto da leséo discreto
4 sim no sitio e no trajeto da leséo moderado a intenso
5 sim no trajeto da les@o moderado a intenso
6 sim no trajeto da les@o moderado
7 sim no sitio e no trajeto da leséo moderado
8 sim no trajeto da les@o moderado
9 sim no trajeto da les@o moderado
10 sim no sitio e no trajeto da lesao intenso
11 sim no sitio e no trajeto da leséo discreto
12 sim no trajeto da leséo moderado a intenso
13 sim no sitio e no trajeto da leséo discreto
14 sim no sitio e no trajeto da leséo discreto
15 nao no sitio e no trajeto da leséo moderado a intenso
16 néo ausente
17 nao ausente
18 néo ausente
19 néo ausente
20 néo ausente
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A analise histoldgica da lesdo medular revelou que o método de
microdissecgao, mesmo sendo realizado com auxilio de micros-
copio produziu lesdes desiguais, geralmente maiores que 50% da
medula. Tal observagéo néo prejudicou o objetivo deste estudo
em avaliar a presenca histolégica de células fetais apds 48h do
implante, mas exige que alteracdes sejam realizadas para maior
padronizagao da leséo em estudos subsequentes desta linha de
pesquisa que incluirdo estudos da fase cronica da lesdo medular
com avaliagdes funcionais com escalas de locomogao, estudos
eletrofisioldgicos e anatomopatoldgicos.

Optamos pelo uso de ratos da raga Wistar em fungao de sua
disponibilidade em nosso meio e das menores dificuldades téc-
nicas no manuseio desses animais. A espécie preferencial para
experimentos com lesdo medular deveria ser a dos primatas, mas
sua utilizagao € limitada em fungéo do custo elevado, pouca dis-
ponibilidade, dificuldades de manuseio e consideragoes éticas.® O
rato pode ser uma boa alternativa nestes experimentos posto que
sua medula possui organizagao citoarquitetonica e vascularizagao
similar ao humano.®

Em nosso estudo, ndo ocorreu 6bito, infecgao, autofagia ou Ul-
ceras de pressao em funcéo do uso de técnica anestésica com
pentobarbitol, técnica cirlrgica asséptica, manutengdo dos ratos
em ambiente com temperatura controlada e gaiolas forradas. Tais
complicagdes provavelmente ocorreriam se os ratos fossem man-
tidos por periodos maiores.

O transplante de células do sistema nervoso central foi emprega-
do nos Ultimos vinte anos e auxiliou a aumentar a compreensao
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acerca do desenvolvimento do sistema nervoso e da resposta dos
neurdnios as lesdes. Mais recentemente, os estudos envolvendo
transplante de células do sistema nervoso central tem sidos diri-
gidos para restaurar ou diminuir a perda de fungao resultante da
lesdo. Provou-se que os transplantes podem diminuir os déficits
ou mesmo aumentar a recuperagao funcional resultantes do dano
do sistema nervoso central, sobretudo nos casos de doencas
degenerativas. Os transplantes podem influenciar a recuperagao
da fungéo poés-dano do SNC através de grande variedade de me-
canismos: como consequéncias ndo especificas de transplantes,
acoes tréficas, liberagdo hormonal e transmissores, e inclusive
através de mecanismos mais especificos envolvendo reinervagao
de células hospedeiras e estabelecimento de conexdes reciprocas
entre o tecido transplantado e o tecido hospedeiro.!”

Os requisitos para reparagéo anatémica e funcional apés lesédo
medular sdo mais complexos que 0s requisitos para recuperagao
de outros danos neuroldgicos que geralmente requerem apenas
restauracao dos niveis de neurotransmissores para que haja im-
portante recuperagéo funcional.”

Existem varios mecanismos através dos quais o transplante de
células fetais podem afetar a resposta tecidual a leséo e mediar a
recuperagéo funcional pés lesdo. O transplante de células do sis-
tema nervoso central fetal pode servir como ponte entre a medula
e 0s niveis supraespinais através do sitio da lesdo; pode fornecer
uma populacéo de células no sitio da lesdo que pode servir de
substrato para o reestabelecimento de comunicacao celular entre
os niveis supra e infralesionais. Ao nivel celular, o transplante pode
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