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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da w-conotoxina MVIIC e das células-tronco mesenquimais
(CTM) de forma isolada e sua associacéo nos ratos submetidos ao trauma medular agudo (TMA). Trinta
Rattus novergicus, linhagem Wistar, trés meses de idade, foram distribuidos igualmente em cinco grupos
experimentais: controle negativo (CN), controle positivo (CP), m-conotoxina MVIIC (MVIIC), células-
tronco mesenquimais da medula éssea (CTM-MO) e associa¢do (MVIIC + CTM-MO). O grupo CN foi
submetido a laminectomia sem trauma medular, e os grupos CP, MVIIC, CTM-MO e MVIIC + CTM-MO
foram submetidos ao trauma medular contusivo. O grupo CP recebeu, uma hora apés o TMA, 10uL de PBS
estéril, e os grupos MVIIC e MVIIC + CTM-MO receberam 10uL de PBS contendo 20pmol da o-
conotoxina MVIIC, todos por via intratecal. Os grupos CTM-MO e MVIIC + CTM-MO receberam, 24
horas ap6s, 1x10° de CTM via intravenosa. Avaliou-se a recuperacéo da funcdo locomotora até o sétimo
dia pos-trauma. Os animais tratados com MVIIC + CTM-MO obtiveram recuperagdo motora apds o trauma
medular agudo (P<0,05). Conclui-se que essa associagdo apresentou efeito neuroprotetor com melhora na
funcdo locomotora em ratos Wistar.

Palavras-chave: terapia celular, lesdo medular, bloqueadores de canais de célcio, neuroprotecdo
ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of isolated w-conotoxin MVIIC and mesenchymal stem
cells (MSCs) and its association in rats submitted to acute spinal cord injury (SCI). Thirty Rattus
norvegicus, Wistar strain, three-month-old rats were randomly distributed in five experimental groups with
six animals: negative control (CN), positive control (CP), w-conotoxin MVIIC (MVIIC), bone marrow
mesenchymal stem cells (CTM-MO) and the association (MVIIC + CTM-MOQ). The CN group underwent
laminectomy without spinal cord trauma, and groups CP, MVIIC, CTM-MO and MVIIC + CTM-MO were
submitted to contusive spinal cord trauma. The CP group received 10ul of PBS one hour after SCI, and
groups MVIIC and MVIIC + CTM-MO received 10ul of PBS containing 20pmol of w-conotoxin MVIIC,
both intrathecally. Groups CTM-MO and MVIIC + CTM-MO received 1x10® of MSCs intravenously 24
hours later. The recovery of locomotor function was evaluated up to seven days post-injury. The animals
treated with MVIIC + CTM-MO obtained motor recovery after SCI (P<0.05). It is concluded that this
association showed neuroprotective effect with improvements in locomotor function in Wistar rats.

Keywords: cell therapy, spinal cord injury, calcium channel blockers, neuroprotection
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INTRODUCAO

O trauma medular agudo (TMA) é frequente na
rotina da clinica de pequenos animais,
considerada uma afeccdo grave com alta
morbidade e mortalidade, que leva ao
comprometimento das fungbes da medula
espinhal (Bahr Arias et al., 2007; Kjell e Olson,
2016). Os tratamentos terapéuticos disponiveis
tém acdo limitada na recuperagao neuroldgica e,
por isso, sdo desenvolvidos estudos que avaliem
estratégias eficazes para o tratamento da lesdo
medular (Kwon et al., 2004; Kjell e Olson, 2016).
O impacto mecanico no momento do trauma
causa lesdo primaria, com ruptura de
osteoligamentos, morte neuronal, dano axonal,
hemorragia e morte celular, e desencadeia 0s
processos fisiopatolégicos ap6s a injuria medular.
A lesdo primaria pode resultar em uma concussdo
medular a déficits neurolégicos transitérios ou
permanentes, como a paralisia, além da perda
somatossensorial, como consequéncias das
interrupgdes nervosas (Janssens, 1991; Kwon et
al., 2004; Oyinbo, 2011).

A lesdo secundaria é iniciada em alguns minutos
e dura dias ap6s o trauma. Essa fase €
caracterizada por alteracdo na perfusdo vascular,
infarto isquémico da substancia cinzenta, com
possibilidade de necrose dentro de 24 horas das
células sobreviventes ao impacto mecénico,
desequilibrio da homeostase idnica, apoptose e
morte celular, geracdo de radicais livres e
peroxidacgdo lipidica. Todos esses processos sao
inter-relacionados, com feedback positivo,
contribuindo para a disseminacdo do dano
secundario ao tecido adjacente sobrevivente a
partir do epicentro da lesdo. No dano neuronal, a
ruptura da membrana celular leva ao efluxo de
potassio e ao influxo de ions de calcio e sodio,
com perda de condutibilidade, causando o disparo
neurotoxico.

A excitotoxicidade mediada por glutamato
acarreta disfuncdo mitocondrial, ativacdo de
enzimas liticas, producdo de espécies reativas de
oxigénio e ativacdo da cascata de A4cido
aracdonico, este altimo responsavel pelo inicio da
resposta inflamatdria, resultando na necrose da
substancia cinzenta e na intensa degeneragdo
axonal na substancia branca (Janssens, 1991;
Kwon et al., 2004; Bahr Arias et al., 2007).
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Com o intuito de reduzir o dano secundario no
TMA, sdo realizados estudos com substancias
farmacologicas neuroprotetoras, para diminuir os
efeitos deletérios e promover a melhora das
funcbes neurolégicas nesses pacientes (Bahr
Arias et al., 2007). O estudo com agentes
blogueadores de canais de calcio demonstra
potencial terapéutico nessa afeccdo por impedir o
fluxo exacerbado desse ion, reduzindo a
progressdo da lesdo secundaria (Bergman et al.,
2000). A toxina de caramujos marinhos do género
Conus é considerada uma substancia com alto
potencial terapéutico por apresentar estabilidade,
facilidade de sintese e alta seletividade presente
nas classes das conotoxinas [t (mu) e ® (6mega)
pelos canais de sédio e calcio na membrana
plasméatica (Lewis e Garcia, 2003; Olivera e
Teichert, 2007).

A ac¢do das w-conotoxinas MVIIC e MVIIA nos
receptores de membrana de canais de Ca*
voltagem-dependentes (CCVD) causa o bloqueio
dos canais do tipo N e P/Q na medula espinhal, a
regulacdo da liberacdo de neurotransmissores e a
reducdo dos efeitos deletérios no TMA, como
excitotoxicidade glutamatérgica e excesso de
influxo de fons de célcio e sodio (Matute et al.,
2007; Oliveira et al., 2014a; 2014b, 2018;
Azevedo, 2018).

A terapia com células-tronco mesenquimais
(CTM) se destaca pela capacidade de
autorrenovacdo e diferenciacdo celular com
funcdo regenerativa (Caplan e Dennis, 2006). O
uso de CTM em ratos no trauma medular agudo
demonstrou neuroprotecdo nas lesdes espinhais
(Osaka et al., 2010; Silva et al., 2018; Torres et
al., 2018), pois promoveu regeneracdo celular,
reducdo de apoptose de neurdnios e de células da
glia, com producdo de citocinas pro e anti-
inflamatorias que podem modular a inflamagédo
pelo trauma espinhal (Caplan e Dennis, 2006;
Rosado et al., 2017; Silva et al., 2018), diminuiu
0 dano do tecido nervoso durante a lesdo
secundaria, bem como promoveu recuperacdo da
funcdo locomotora (Han et al.,, 2015). Na
literatura, ndo existem relatos que avaliam essas
duas terapias em associagéo, sendo este o primeiro
estudo a avaliar a possibilidade de sinergia entre a
wo-conotoxina MVIIC e as células-tronco no
trauma medular em associacdo e no trauma
medular agudo em ratos Wistar.

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.6, p.2223-2232, 2020



w-Conotoxina MVIIC...

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado e desenvolvido de
acordo com as normas estabelecidas pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Minas Gerais (Ceua-UFMG), sob
protocolo n® 369/2017. Trinta ratos machos da
espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, trés
meses de idade e com peso médio de 350 gramas,
foram mantidos com racdo comercial para
roedores (Presence Alimentos, Brasil) e agua ad
libitum, submetidos a ciclo claro-escuro de 12

horas, em ambiente climatizado. Os animais
foram distribuidos aleatoriamente em cinco
grupos experimentais, com seis ratos em cada:
controle negativo (CN), controle positivo (CP), o-
conotoxina MVIIC (MVIIC), CTM da medula
6ssea (CTM-MO) e w-conotoxina MVIIC
associada as CTM (MVIIC + CTM-MO) (Tab. 1).
Outros seis Rattus novergicus da linhagem
Wistar, machos, 30 dias de idade, com 100g de
massa corporal, foram utilizados para a coleta da
medula 6ssea e a obtencao das CTM-MO.

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentais e protocolos de tratamento

o . . MVIIC CTM

Grupos N Laminectomia TMA (1h apos) (24h apos)
CN 6 Sim Néo Néo Néo
CP 6 Sim Sim Néo Néo
MVIIC 6 Sim Sim Sim Néo
CTM-MO 6 Sim Sim Néo Sim
MVIIC + CTM-MO 6 Sim Sim Sim Sim

CN - controle negativo; CP — controle positivo; MVIIC — -conotoxina MVIIC; CTM-MO - células-tronco
mesenquimais da medula 6ssea; MVIIC + CTM-MO — w-conotoxina MVIIC associada as CTM-MO; N° — nimero de

animais; TMA — trauma medular agudo.

A extragdo e o cultivo de células-tronco
mesenquimais da medula 6ssea foram realizados
conforme protocolo adotado pelo Ndcleo de
Células-Tronco e Terapia Celular da UFMG
(Ocarino et al., 2008). Os animais foram
submetidos a eutandsia com sobredose de
tiopental sédico 100mg/kg  (Thiopentax®,
Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda.,
Brasil) e lidocaina 10mg/kg (Xylestein®, Cristalia
Produtos Quimicos Farmacéuticos, Brasil), via
intraperitoneal. As CTM foram obtidas dos
fémures e das tibias dos seis ratos Wistar e
cultivadas no meio de cultura DMEN (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) (Gibco®, Invitrogen,
USA) com soro fetal bovino (Gibco®, Invitrogen,
USA), mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO,.

As células que ndo se aderiram foram removidas,
e 0 meio de cultivo foi trocado trés vezes por
semana, até atingir a confluéncia celular de 80% a
90%. Ao atingir essa confluéncia, era realizada a
tripsinizacdo e o repique do cultivo celular até as
células atingirem a terceira passagem para serem
inoculadas nos animais. O fenétipo celular foi
caracterizado pela expressdo do antigeno de
superficie celular (CD — cluster of differentiation),
em citdmetro de fluxo FACScan - (Fluorescence
Activated Cell Analyser) (FACScan™, Becton
Dickinson Immunocytometry, USA), utilizando-
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se 0s seguintes anticorpos monoclonais primarios
(BD Biosciences, USA): anti-CD 45 (clone 69
mouse), anti-CD 54 (clone 1A29 mouse), anti-CD
73 (clone 5F/B9 mouse) e anti-CD 90 (clone OX-
7 mouse), segundo protocolo estabelecido
(Castanheira et al., 2009).

Para o procedimento cirdrgico de laminectomia
experimental, 0s animais receberam
antibioticoprofilaxia com cefalotina sddica
(Keflin®, ABL -Antibidticos do Brasil Ltda.,
Brasil), na dose de 60mg/kg e, para analgesia,
sulfato de morfina (Dimorf®, Cristalia Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda., Brasil), na dose
de 5mg/kg, ambos via intramuscular, 30 minutos
antes da cirurgia. A inducdo anestésica foi
realizada em camara com isoflurano (Isoforine®,
Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda.,
Brasil), e a manutencdo do plano anestésico
cirtrgico foi realizada com o mesmo agente, em
mascara facial, em sistema de ndo-reinalagdo.

Os ratos foram posicionados em decubito esternal
sobre a mesa do disposto de trauma Multicenter
Animal Spinal Injury Study (MASCIS) Impactor
(Impactor Model 111, The State University of New
Jersey, USA). A antissepsia da regido dorsal do
tronco foi realizada com solugdo aquosa de
digliconato de clorexidina 2% (Riohex® 2%
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Solucdo com tensoativos, Rioquimica Ltda.,
Brasil) e com solucdo alcodlica de digliconato de
clorexidina 0,5% (Riohex® 0,5% Solucdo
alcodlica, Rioquimica Ltda., Brasil). O
procedimento cirdrgico iniciou-se com a
identificacdo do processo espinhoso da 122
vértebra toracica (T12); em seguida, foram
realizadas incisdes de pele e tecido subcutaneo na
linha média dorsal, divulsdo lateral dos musculos
epiaxiais e ostectomia com pinga hemostatica de
Kocher, seguida de laminectomia dorsal do
segmento vertebral T12 com drill pneumatico
neuroldgico (ECCOS® Aesculap, Laboratério B.
Braun S.A., Brasil) (Fig. 1A).

Apos exposicdo da medula (Fig. 1B), realizou-se
0 trauma medular, com exceg¢éo do grupo controle
negativo, pelo sistema de estabilizagdo vertebral
do aparelho estereotdxico MASCIS Impactor
(Fig. 1C), obedecendo ao protocolo internacional
utilizado no Multicenter Animal Spinal Cord
Injury Study (Young, 2009). O trauma contusivo
agudo foi gerado pela queda de haste de 10g a uma
altura de 25mm, durante cinco segundos. O
dispositivo foi conectado ao software Impactor
7.0, no computador, para acompanhamento das
curvas de trajetéria do impacto, objetivando
apontar possiveis erros de velocidade, tempo e
altura de queda, conforme Santos e colaboradores
(2011).

Os masculos foram aproximados com padrao de
sutura Reverdin e reducgdo do espago morto com
sutura simples continua e dermorrafia com ponto
simples separado, utilizando-se fio inabsorvivel
sintético de nylon 2-0 (Procare®, Lamidid, Brasil).
Os animais foram mantidos aquecidos com bolsa
térmica, durante o procedimento cirdrgico e no
pos-operatdrio imediato, com oxigenoterapia até a
completa recuperacdo anestésica e fluidoterapia
com solugdo de NaCl 0,9% (15mL/kg, via
subcuténea). A analgesia foi realizada com sulfato
de morfina, na dose de 5mg/kg, via subcutanea, a
cada oito horas, durante trés dias, e massagem
vesical duas vezes ao dia, para o0 esvaziamento da
bexiga, até o dia da eutanésia.

A o-conotoxina MVIIC (»-®, Latoxan, France)
utilizada estava na concentragdo de 20pmol,
diluidos em PBS estéril (Phosphate buffered
saline — tampé&o fosfato salino), em volume total
de 10uL, com administracdo intratecal no espaco
subaracnoideo entre a quinta e a sexta vértebras
lombares, utilizando-se uma seringa de Hamilton
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701LT (10 microL Model 701 LT SYR,
Hamilton® Company, USA) acoplada a agulha
26G (BD Biosciences, Brasil). Os grupos MVIIC
e CTM-MO + MVIIC receberam a aplicacdo da
conotoxina uma hora apds o trauma medular, e 0s
grupos CP e CTM-MO receberam somente 10uL
de PBS estéril uma hora ap6s o trauma. Todos 0s
animais foram induzidos a anestesia geral com
isoflurano para contencéo e prevencdo de possivel
trauma espinhal decorrente da aplicacéo.

As CTM imediatamente antes da aplicacdo
intravenosa foram avaliadas quanto a viabilidade
celular pelo azul de Tripan, sendo ressuspendidas
com o volume necessario para se obter 1x108
CTM em 0,2mL de PBS. A injecdo de células-
tronco mesenquimais nos grupos CTM-MO e
CTM-MO + MVIIC ocorreu 24 horas apds o
procedimento de inducdo do trauma medular, com
uma unica aplicagdo na veia lateral da cauda de
1x10° de CTM, via intravenosa. Os grupos CP e
MVIIC receberam o mesmo volume de 0,2mL de
PBS. O procedimento foi realizado com inducéo
dos animais na cdmara anestésica com isoflurano,
para contencdo fisica, no entanto sem atingir
plano anestésico cirlrgico para compressdo da
veia lateral da cauda e aplicacdo de PBS e CTM.

A avaliagdo da funcdo locomotora foi feita 24
horas antes do procedimento cirdrgico e
diariamente até o sétimo dia apdés o TMA. Essa
avaliacdo foi realizada posicionando-se cada
animal em uma superficie plana, em campo aberto
de 1m?, e foi filmada durante dois minutos. Os
videos foram avaliados por dois observadores,
sem conhecimento da identificagdo dos animais e
seus respectivos grupos, e a classificacdo foi
estabelecida de acordo com a escala de avaliagdo
locomotora proposta por Basso (1996), com
escore de 0-21, em que 0 zero caracteriza-se por
nenhum movimento dos membros pélvicos, e 0 21
indica preservacdo de todas as funces
locomotoras preservadas. Apds o sétimo dia de
inducdo do trauma medular, os animais foram
submetidos & eutandsia com sobredose de
tiopental sédico (100mg/kg) e lidocaina
(10mg/kg), via intraperitoneal. Coletaram-se
segmentos medulares de 1,0cm craniais e caudais
ao epicentro da leséo para posterior estudo.

Neste estudo, utilizou-se o delineamento
inteiramente ao acaso. A normalidade dos
paradmetros foi verificada com o teste de Shapiro-
Wilk, e constatou-se que os dados eram ndo
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paramétricos. Os escores referentes & avaliagdo
motora dos ratos Wistar foram comparados entre
os dias de avaliagdo em cada grupo pelo teste de
Friedman, e, ao sétimo dia, os grupos foram
avaliados entre si pelo teste de Kruskal-Wallis,

! B

Figura 1. Fotografias do procedimento cirirgico de trauma medular experimental em ratos Wistar. A)

com nivel de significancia de 5% (P<0,05). As
analises estatisticas foram realizadas com o
software estatistico InfoStat, versdo 2016
(Universidade Nacional de Cdrdoba, Argentina).

Remocédo da lamina dorsal da vértebra T12 com o drill pneumatico neurolégico. B) Medula espinhal
exposta com hemorragia ap6s a laminectomia. C) Aparelho MASCIS Impactor utilizado para induzir o

trauma contusivo agudo na medula espinhal.
RESULTADOS E DISCUSSAO

As células-tronco mesenquimais da medula dssea
de ratos Wistar cultivadas até a terceira passagem
apresentaram as caracteristicas morfologicas
tipicas in vitro descritas na literatura, com
morfologia semelhante ao fibroblasto, aderéncia
ao material pléstico e rapida expansdo celular
(Caplan e Dennis, 2006; Dominici et al., 2006). A
expressdo dos marcadores fenotipicos das CTM,
nos seguintes antigenos, foram: CD45 (3,06%),
CD73 (93,99%), CD54 (95,10%) e CD (86,77%)
(Ocarino et al., 2008), mostrando que as células
cultivadas apresentaram as  caracteristicas
necessarias para serem consideradas células-
tronco, e ndo pertencendo & linhagem
hematopoiética, conforme determinado pelo
Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of
International Society for Cellular Therapy
(Dominici et al., 2006).

Os modelos animais de laboratério sdo
necessarios para se compreenderem os aspectos
da lesdo traumatica, avaliando-se as alteragdes
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moleculares,  bioquimicas e histolégicas
decorrentes do TMA (Onifer et al., 2007). No
intuito de descobrir e desenvolver novos farmacos
e terapias que visem a prevencdo da perda
neuronal, ainda € necessario 0 uso de animais em
modelos experimentais (Rowland et al., 2008). O
trauma medular induzido por haste com queda de
peso é o modelo mais aceito pelos pesquisadores,
por mimetizar situacdes semelhantes que ocorrem
com os seres humanos (Rodrigues et al., 2010).

A utilizacdo do dispositivo de trauma
estereotaxico  MASCIS Impactor permitiu a
realizacdo de um trauma medular compressivo
padronizado em todos os grupos submetidos ao
trauma, o que possibilitou 0 acompanhamento do
processo de injuria medular, corroborando os
estudos realizados por Santos e colaboradores
(2011) e Azevedo (2018). Todos os animais
desses grupos apresentaram o escore BBB entre 0
e 1 na primeira avaliacdo ap0s a lesdo medular.

Os animais do estudo submetidos a contuséo com
uma haste de 10g em queda livre a 25mm de altura
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apresentam paraplegia nos membros pélvicos e
alguns ratos tiveram hematuria nos primeiros dias
apos a lesdo medular. Os resultados obtidos foram
considerados trauma grave, contrapondo outros
autores (Rodrigues et al., 2010; Santos et al.,
2011), que obtiveram trauma moderado em
modelos experimentais semelhantes de trauma.
Essa diferenga de classificagdo entre trauma
moderado e grave por esses autores poderia ser
devido a escolha de animais de idade, sexo e pesos
diferentes, em comparacdo ao presente estudo,
além da localizacédo da lesdo do trauma contusivo.
Entretanto, Agrawal e colaboradores (2010)
realizaram um estudo com trauma contusivo
utilizando o MASCIS com classificacdo das
seguintes alturas de impacto: 6,25mm (leve),
12,5mm (moderado), 25mm (grave) e 50mm
(muito grave), com dados que corroboram o0s
deste estudo.

O grupo controle negativo (CN) ndo teve
nenhuma alteracdo motora, 0 que demonstra que
0 procedimento cirdrgico de laminectomia néo
comprometeu a integridade da medula espinhal e,
consequentemente, a funcdo motora, conforme
observado em outros estudos com trauma medular
agudo em ratos Wistar (Oliveira et al., 2014a,
2014b, 2018, Silva et al., 2018). Os animais nao
mudaram seu comportamento durante o
experimento, ndo demonstraram dor e
mantiveram a ingestdo diaria de alimento, o que
sugere que a analgesia realizada com a
administracdo de sulfato de morfina foi eficiente.
N&o houve alteragdo clinica nos animais que
receberam as células-tronco mesenquimais, a -
conotoxina MVIIC e a associacdo das duas
terapias, o que indica a auséncia de efeitos
colaterais clinicos decorrentes desses tratamentos.

A avaliacdo da funcdo locomotora em campo
aberto por meio do teste BBB (Basso, Beattie e
Bresnahan) permitiu uma avaliacdo de fécil
execucdo e aplichvel nos animais, sem causar
nenhum dano ou estresse. Os ratos avaliados
previamente ao trauma apresentaram 0 escore
méaximo 21, caracterizado pela auséncia de déficit
neuroldgico, portanto com deambulagdo normal,
suporte de peso nos quatros membros,
estabilidade do tronco e cauda elevada. Os
animais do grupo CN mantiveram o escore 21 na
avaliacdo durante todo o experimento (Fig. 3A), e
0s demais grupos submetidos ao TMA
apresentaram paraplegia dos membros posteriores
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imediatamente ap6s o trauma, com escore 0 e 1
(Fig. 3B).

Esse resultado demonstra que o trauma efetuado
foi padronizado e grave, e esses animais
gradualmente recuperaram a funcdo locomotora
em diferentes graus, classificados de acordo com
escorre BBB (1 a 21) (Fig. 3C). A Tab. 2
apresenta as medianas do escore BBB dos grupos
experimentais do primeiro ao sétimo dia de
avaliacéo.

Os animais de todos os grupos (CP, MVIIC,
CTM-MO e MVIIC + CTM-MO), com exce¢do
do controle negativo, apresentaram diferenca
significativa entre dias avaliados (P<0,05),
demonstrando a melhora da locomog&o de cada
grupo durante esse periodo. Os animais que
receberam a associacdo terapéutica (MVIIC +
CTM-MO) atingiram a melhor classificacdo no
escore BBB.

Quando os grupos foram comparados entre si ao
sétimo dia de avaliagdo, foi observada diferenca
significativa dos grupos CP, MVIIC e CTM-MO
em relacdo ao grupo CN. Entretanto, o grupo
MVIIC + CTM-MO foi semelhante ao grupo
controle negativo (Fig. 4). Esse resultado indica
que houve rapida recuperagdo motora do grupo
MVIIC + CTM-MO, sugerindo que as células-
tronco em associagdo com a MVIIC apresentaram
efeito neuroprotetor no TMA.

Os estudos com m-conotoxina MVIIC no TMA
demonstraram melhora na funcdo motora quando
esta foi aplicada pelas vias intralesional e
intratecal (Oliveira et al., 2014a; Lozano, 2017;
Azevedo, 2018), o que ndo foi observado no
presente estudo. Essas diferengas podem ser
devido a tempos diferentes de estudo e a
administracdo da conotoxina, além da via de
aplicacdo. Conclui-se que este tratamento, de
forma isolada, ndo trouxe beneficio para os
animais dos grupos tratados em comparagdo ao
grupo positivo.

As células-tronco mesenquimais em sua aplicagdo
isolada ou associada a conotoxina promoveram
melhor  recuperagdo  nos ratos  Wistar,
corroborando os resultados de outros estudos,
com efeito terapéutico na recupera¢do motora na
lesdo medular (Osaka et al., 2010; Silva et al.,
2018; Torres et al., 2018). Outros pesquisadores
obtiveram resultados positivos, com 0s mesmos
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efeitos sobre a recuperacédo da fungdo motora com
aplicacles, vias intralesional e intravenosa de
CTM (Silva et al., 2018; Torres et al., 2018). A
aplicacdo intravenosa de células-tronco ¢é
considerada um procedimento ndo invasivo, e as

células possuem a capacidade de atingir o local da
injuria, dispensando a cirurgia para aplicacdo
intralesional; assim, evita-se uma nova exposic¢do
e lesdo na medula espinhal (Osaka et al., 2010;
Han et al., 2015; Ohta et al., 2017).

Wistar. A) Animal do grupo CN, classificado no escore 21: observa-se sustentacdo de peso nos membros
toracicos e pélvicos, com estabilidade do tronco e cauda elevada. B) Animal do grupo CP, classificado no
escore 0 a 1: nenhum movimento observavel a movimento discreto de uma a duas articulagbes do membro
pélvico. C) Animal do grupo CTM-MO, classificado no escore 20: observa-se sustentacdo de peso nos
membros toracicos e pélvicos, com instabilidade do tronco, e cauda elevada (esta Ultima ndo observavel na
imagem).

Tabela 2. Valores medianos do escorre BBB de avalia¢do da funcdo locomotora de ratos Wistar submetidos
a laminectomia (CN) e a trauma medular associado aos tratamentos com PBS estéril (CP), w-conotoxina
(MVIIC), células-tronco mesenquimais da medula dssea (CTM-MO) e sua associagdo (CTM-MO +
MVIIC).

Dias/Grupos 1° 22 3° 4° 5° 6° 7°
CN 21 21 21 21 21 21 21
CP 0 0 0,5 1 1 1 1
MVIIC 0 0 0,5 0,5 1 1 1
CTM-MO 0 1 1 1 2 2,5 3
MVIIC + CTM-MO 1 1 2,5 4 5 7 7
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Figura 4. Representacgdo grafica da mediana do escore BBB de avalia¢do da fungdo locomotora em campo
aberto, durante os sete dias, de ratos Wistar submetidos & laminectomia (CN) e a trauma medular associado
aos tratamentos com PBS estéril (CP), w-conotoxina (MVIIC), células-tronco mesenquimais da medula
6ssea (CTM-MO) e sua associagdo (CTM-MO + MVIIC). Letras minasculas diferem entre si pelo teste de

Kruskal-Wallis (P<0,05).

O grupo MVIIC + CTM-MO apresentou 0s
escores BBB mais altos em relagcdo aos outros
grupos, evidenciando que houve sinergia entre as
terapias, 0 que favoreceu a recuperacao
neuroldgica, comprovada pela ndo diferenga
estatistica entre esse grupo e o controle negativo.
A melhora da fungdo motora poderia ser pela acao
da conotoxina no bloqueio dos CCVD, que
diminuiu os efeitos deletérios da lesdo secundaria,
e das células-tronco, que teriam agido na
regeneracdo do tecido medular lesionado.

CONCLUSOES

O tratamento proposto com a administracdo -
conotoxina MVIIC associada as células-tronco
mesenquimais da medula éssea promoveu rapida
recuperacdo da funcdo locomotora apds o trauma
medular agudo experimental em ratos Wistar.
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