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RESUMO

A lesdo medular em caes, é uma afecgdo de grande importancia na medicina
veterinaria, pois suas complicagbes sdo, geralmente, extensas. Os sinais
clinicos da doenga sao muito abrangentes, pois dependem: do grau da lesao, se
agudo, subagudo ou crénico; do local acometido; e de sua progresséo. Apos o
trauma medular, ha um processo inflamatério que se instaura no tecido com o
objetivo de proteger as células saudaveis restantes, porém esse processo gera
grandes consequéncias como morte de neurdnios, estresse oxidativo, a
formagdo de wuma cicatriz glial, desmielinizacdo de axbnios e,
consequentemente, perda de fungdo, e entre outros mecanismos. A terapia
celular com células-tronco mesenquimais apresentam grande potencial para o
tratamento de lesbes no sistema nervoso central, pois suas agdes diminuem a
inflamacao tecidual e a formacédo de fibrose, providenciam neuroprotecéo e
estimulam a migrac&o de outras células, o que promove regeneracéo do tecido
neural. O objetivo dessa revisdo de literatura foi a coleta de dados que
comprovem a acao benéfica das células-tronco em lesbes medulares para que
o tratamento possa ser considerado alternativo as terapias convencionais.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais; lesdo medular; tratamento.
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ABSTRACT

Spinal cord injury in dogs is a condition of great importance in the veterinary
medicine, as its complications are generally disastrous. The clinical signs of the
disease are very embracive, as they depend on the degree of the lesion, whether
acute, subacute or chronic, the affected site, and its progression. After spinal
trauma, there is an inflammatory process that takes place in the tissue in order to
protect the remaining healthy cells, but this process has great consequences
such as neuron death, oxidative stress, the formation of a glial scar,
demyelination of axons and, consequently, loss of function, and among other
mechanisms. Cell therapy with mesenchymal stem cells has great potential for
treating lesions in the central nervous system, as their actions reduce tissue
inflammation and the formation of fibrosis, provide neuroprotection and stimulate
the migration of other cells, which promotes neural tissue regeneration. The
purpose of this literature review was to collect data that prove the beneficial action
of stem cells in spinal cord injuries so that the treatment can be considered an
alternative to conventional therapies.

Keywords: mesenchymal stem cells; spinal cord injury; treatment.
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1 INTRODUGAO
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O trauma medular em cédes € uma lesdao muito frequente na rotina do
meédico veterinario e possui diversas causas, porém diante de varios tratamentos
convencionais, nenhum deles apresenta uma taxa satisfatéria de recuperacao
dos sinais clinicos do animal. A lesdo causa severa disfuncdo e degeneracéo
neural, gerando alteragbes fisicas e comportamentais na vida dos animais,
fazendo com que percam sua independéncia, afetando sua qualidade de vida e
de seus tutores (OLBY, 2010; QU; ZHANG, 2017).

O uso de células-tronco (CT) tem se tornado uma area de pesquisa muito
desenvolvida, devido as suas propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes,
imunomodulatérias, anti-fibréticas, anti-apoptéticas e angiogénicas. Por muitos
anos, acreditava-se que a célula nervosa era incapacitada de se regenerar,
porém, estudos recentes realizados com células-tronco mesenquimais (CTM),
mostraram que estas células possuem fungao de diferenciagdo, regeneragao e
reparo tecidual, apresentando entdo, grande potencial para o tratamento de
lesdes no Sistema Nervoso Central (SNC) e para a melhora dos sinais clinicos
(BYDLOWSKI et al., 2009; MEIRELLES et al., 2009; SONG et al., 2014).

Os estudos que utilizaram as CTM como tratamento de lesbes medulares,
em maior parte, obtiveram resultados impressionantes, em que 0s animais
responderam muito bem a terapia e apresentaram melhoras clinicas, e até
mesmo, recuperagao funcional de membros (KIM et al., 2015; UCCELLI et al.,
2011).

O SNC, em particular, apresenta caracteristicas unicas de regeneracéo
tecidual, o que dificulta a reparacdo das células neurais sem tratamento
adequado. O microambiente pds-traumatico do tecido nervoso € desfavoravel a
regeneracao, pela liberacdo de citocinas inflamatdrias, inibidores de mielina,
presencga de astrdcitos ativados, oligodendrécitos e pela formagao de cicatrizes
gliais. Todos esses fatores contribuem para a dificuldade na regeneragéo neural
(KIM et al., 2015; OLBY, 2010; QU; ZHANG, 2017; UCCELLI et al., 2011).

O principal objetivo dessa reviséo literaria foi coletar dados de diferentes
artigos cientificos disponiveis em sites de pesquisa como PubMed, Google
Scholar, PubVet e entre outros, que comprovam a agao benéfica do tratamento
com CTM em lesdes medulares, para que sejam consideradas como tratamento
alternativo as terapias convencionais, superando assim, as limitacdes de outros

métodos de tratamento.
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2 REVISAO ANATOMICA
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2.1 Coluna Vertebral

A coluna vertebral (CV) esta presente em todas as espécies de animais
vertebrados, que sao: répteis, aves, peixes, anfibios e mamiferos. Porém, cada
espécie possui particularidades, como por exemplo 0 numero de vértebras, como
observado no Quadro 1 (DYCE; WENSING; SACK, 2010; KONIG; LIEBICH,
2016).

Quadro 1 - Comparagao do numero de vértebras em diferentes espécies de
mamiferos domésticos.

Vértebras Caes Gatos Equinos Bovinos
Cervicais 7 7 7 7
Toracicas 13 13 18 13-16
Lombares 7 7 5-7 6
Sacrais 3 3 5 5
Caudais 20 - 23 18 - 26 15 - 21 18 - 20

Fonte: adaptado de Konig; Liebich (2016, p. 98).

A CV é composta por um conjunto de vértebras cervicais (C), toracicas
(T), lombares (L), sacrais (S) e caudais (Cd), unidas por discos intervertebrais e
ligamentos, se estendendo do crénio até a cauda do animal. Realiza a fungao de
sustentar o corpo, proteger a medula espinhal e os 6rgaos internos, como por
exemplo os pulmdes e os rins (DYCE; WENSING; SACK, 2010).

Cada conjunto de vértebra tem sua caracteristica morfologica especifica,
porém a maioria delas compartilha da mesma composicéo: o corpo da veértebra;
0 arco, que origina os processos espinhoso, articular, transverso, mamilar e
acessorio; o forame intervertebral e o forame vertebral; visualizados nas Figuras
1 e 2. O conjunto dos forames vertebrais das vértebras forma o canal vertebral
(DYCE; WENSING; SACK, 2010; SMITH, 1999).

Para que as vértebras formem a CV, sdo necessarias articulagdes e
ligamentos entre elas, que provém estabilidade, mobilidade e sustentacdo a
coluna (DYCE; WENSING; SACK, 2010).

A principal articulagdo da CV é a articulagéo intervertebral, presente entre
duas vértebras a partir da C2 até a S3, ela é responsavel pela flexibilidade do

tronco e movimentagao da coluna. Entre as faces articulares caudais e craniais
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de corpos das vértebras adjacentes, existe o disco intervertebral
fibrocartilaginoso, originando a unido das vértebras, formando assim a
articulacao (DYCE; WENSING; SACK, 2010; SMITH, 1999).

Figura 1 - Vista lateral da 132 vértebra toracica de um c&o.

Processo espinhoso

Processo mamilar

Processo articular caudal
Processo acessério

Incisura vertebral cranial )
Incisura vertebral caudal

Févea costal cranial )
] ) Extremidade caudal
Extremidade cranial

Crista ventral

Fonte: Konig; Liebich (2016, p. 100).

Figura 2 - Vista caudal da 132 vértebra toracica de um cao.

Processo espinhoso

Processo mamilar

Processo articular caudal

Processo fransverso
Processo acessério
Forame vertebral
Incisura vertebral caudal

Févea costal cranial Extremidade caudal

Crista ventral

Fonte: Konig; Liebich (2016, p. 100).

Os discos intervertebrais sdo compostos por duas estruturas diferentes, o
nucleo pulposo (NP) e o anel fibroso (AF), esquematizados na Figura 3. O NP é
localizado no centro do disco, composto por uma substancia gelatinosa contida
sob pressdo; e o AF se encontra ao redor do nucleo, na regido periférica,
composto por camadas de tecido fibroso (DYCE; WENSING; SACK, 2010;
SMITH, 1999).

Ja os ligamentos presentes na extensao da coluna vertebral, conferem
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estabilidade a ela. Alguns estdo localizados dorsal e outros ventralmente as
vértebras, como observado na Figura 4. Trés desses sdo: o ligamento
supraespinhoso, posicionado dorsalmente ao processo espinhoso; o ligamento
longitudinal dorsal, que percorre o dorso dos corpos das vértebras, por dentro do
canal vertebral; e o ligamento longitudinal ventral, que se estende pela parte
ventral do corpo das vértebras (DYCE; WENSING; SACK, 2010).

Figura 3 - Representacdo esquematica de uma vértebra.

5
A, canal vertebral com a presenga da medula espinhal e meninges medulares recoberta por
gordura epidural; B, nucleo pulposo; 2, ligamento intercapital; 4, cabeg¢a da costela; 5, anel
fibroso; 6, ligamento longitudinal dorsal; 7, articulagéo costovertebral.

Fonte: adaptado Dyce; Wensing; Sack (2010, p. 111).

Por serem articuladas com as costelas, as vertebras toracicas (VT)
possuem o ligamento intercapital e facetas costais em suas extremidades para
0 encaixe das costelas. Por sua vez, as costelas apresentam uma crista em sua
cabeca que, quando posicionada entre as facetas costais das vértebras, da
origem ao ligamento intercapital, observado na Figura 3 (DYCE; WENSING;
SACK, 2010).
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Figura 4 - Representacéo dos ligamentos da coluna vertebral.

1, ligamento supraespinhoso; 6, forame intervertebral; 7, ligamento longitudinal dorsal; 8,
ligamento longitudinal ventral; 9, disco intervertebral.

Fonte: Dyce; Wensing; Sack (2010, p. 41).

O ligamento intercapital conecta a cabega de uma costela a cabeca da
costela do lado oposto da mesma vértebra, conferindo estabilidade ao disco
intervertebral, diminuindo as chances de ocorréncia da Doenca do disco
intervertebral. Esse ligamento se encontra ausente nos 1°, 12° e 13° pares de
costelas, o que aumenta as chances de protrusdo ou extrusdo do disco
intervertebral (TOOMBS; WATERS, 2003).

2.2 Medula Espinhal

Localizada no interior do canal vertebral, a medula espinhal (ME) é
composta pela substancia cinzenta e substancia branca, recoberta pelas trés
meninges, dura-mater, pia-mater e aracndide, envolta pelo liquido
céfalorraquidiano (LCR) e por gordura epidural, juntamente com vasos
sanguineos, fazendo parte do SNC (EVANS; de LAHUNTA, 2010; SMITH, 1999).

As substancias que compdem a ME, sao diferenciadas pelo tipo de célula
que possuem. A substancia cinzenta, localizada no centro da ME, é formada por
corpos celulares de neurdnios, e a substancia branca, localizada ao redor da
substancia cinzenta, € composta por axénios mielinizados, o que caracteriza a

coloragdo esbranquigada, representado na Figura 5 (KONIG; LIEBICH, 2016).
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Figura 5 — Diagrama de um nervo espinhal.

1, substancia cinzenta; 2, substancia branca; 3, raiz dorsal (via aferente); 4, raiz ventral (via
eferente); 5, nervo espinhal.

Fonte: adaptado Evans; de Lahunta (2010, p. 286).

A CV possui forames intervertebrais (FIV) em toda sua extensdo. As
raizes nervosas dorsais e ventrais emergem da ME, passando através dos FIV,
originando os nervos espinhais, como observado na Figura 5 (EVANS; de
LAHUNTA, 2010).

Os nervos espinhais responsaveis pela inervagdo dos membros toracicos
se originam da regido cervicotoracica (C6-T1) da ME, na chamada
intumescéncia cervical. Ja os membros pélvicos, sao inervados por nervos
espinhais originados da intumescéncia lombar, localizados no segmento lombar
(L4-L7) da ME, como representado na Figura 6 (DYCE; WENSING; SACK,
2010).
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Figura 6 — Representacdo esquematica da medula espinhal.

Sulco mediano dorsal
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|
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Filamento terminal : )
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Fonte: Konig; Liebich (2016, p. 496).

Juntamente com a ME, os nervos espinhais, exercem a funcio de levar
ou trazer impulsos elétricos e estimulos. Representados na Figura 5, as vias
aferentes ou raizes dorsais, dos nervos espinhais, sdo chamadas de neurdnios
sensitivos, pois levam a informacédo dos membros e dos tecidos periféricos, em
direcao ao encéfalo para ser processada. Ja as vias eferentes ou raizes ventrais,
sdo chamadas de neurdnios motores, pois passam a informagao ja processada
no encéfalo, para os membros, possibilitando a realizacdo dos movimentos
(DYCE; WENSING; SACK, 2010).

2.3 Células do SNC

O SNC é composto com diversas células com fungdes especificas e de

grande importancia a homeostase do sistema. Como ja discutido, o SNC é
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dividido entre substéncia branca e substancia cinzenta e em cada divisdo
existem células com fungdes diferentes. Os principais tipos celulares
encontrados no SNC sao: neurénios, astrécitos, oligodendrdcitos, micréglia e
células endoteliais vasculares, como pode-se observar na Figura 7 (ZACHARY;
McGAVIN, 2013).

Figura 7 — Esquema representativo das células do SNC.
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Fonte: Zachary; McGavin (2013, p.775).

2.3.1 Neurénios

Os neurdnios, presentes no SNC, apresentam fungdes de transmitir
impulsos elétricos e quimicos, realizar seu processamento e regular os impulsos
inibitérios e estimulantes. Essas células sdo compostas por dendritos, um corpo
celular, ou nucleo, e um axoénio, sendo que o comprimento deste varia em
relagdo a fungdo do neurdnio. O axdnio acaba nos processos sinapticos ou nas

jungdes neuromusculares, podendo se estender por metros (ZACHARY;
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McGAVIN, 2013).

Os neurbnios s&o as células mais vulneraveis de todo o organismo e
exigem grande quantidade de energia e constante aporte sanguineo fornecendo
glicose a elas para que possam realizar suas fun¢gées e manter a homeostase
tecidual. Diversas situagdes podem causar dano aos neurdnios, como, por
exemplo, casos de injuria, como na lesdo medular, o local da lesdo sofre
diferentes tipos de dano, o que acarreta estresse oxidativo de radicais livres,
como em casos de hematomas, lesionando neurénios (CARVALHO et al., 2013;
KIM et al., 2015; TIZARD, 2014; ZACHARY; McGAVIN, 2013).

Outro exemplo de dano é a estimulagao excessiva de neurotransmissores
excitatérios, as chamadas excitotoxinas, que em condicbes de injuria e,
principalmente isquemia, s&o excessivamente liberados pelos neurbnios
lesionados, 0 que acaba levando a degeneragdao neuronal e morte, pois 0s
neurénios possuem baixa taxa de tolerancia a essas substancias. Quando em
situagdes normais, os astrocitos seriam suficientes para absorver o excesso dos
neurotransmissores (CARVALHO et al., 2013; KIM et al., 2015; TIZARD, 2014;
ZACHARY; McGAVIN, 2013).

2.3.2 Astrocitos

E o tipo celular mais numeroso do SNC e possui inimeras fungées como
possuir conexdes com outros diversos astrocitos, formando uma rede de
monitoramento para a regulagdo do o balango hidro-eletrolitico dos neurdnios e
do espaco extracelular, por todo o SNC; participam na formagao da barreira
hematoencefalica; monitoram e removem a excrecdo excessiva dos
neurotransmissores, como as excitotoxinas ja citadas (ZACHARY; McGAVIN,
2013).

Os astrocitos tem a fungado de realizar a cicatrizacdo apds uma lesédo ao
tecido nervoso, como na lesdo medular, e também produzir uma cicatriz glial
para a proteg¢ao do tecido a cavidades e abscessos, além disso é responsavel
por gerar um processo inflamatério e necrose celular para a renovagao do tecido
(ZACHARY; McGAVIN, 2013).
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2.3.3 Oligodendrocitos

Sua principal fungao é realizar a mielinizacdo dos axénios, conferindo a
eles velocidade na resposta a estimulos, e também regular o microambiente
adjacente aos neurbnios. Por realizarem a mielinizagdo axonal, s&o
responsaveis também por sua manuteng¢ao. Em casos de lesdo ou doencgas que
ocasionam a diminuicdo da mielinizagdo de axénios, a disfungdo neuroldgica
gerada é importante, acarretando, muitas vezes, na perda de fungcédo (OLBY,
2010; ZACHARY; McGAVIN, 2013).

2.3.4 Micréglia

A microglias sao células presentes em todo o SNC exercendo fungéo
fagocitica; de imunovigilancia, ou seja, resposta primaria a antigenos invasores;
e de imunorregulagcdo. Além disso, apds ativadas secretam citocinas
inflamatorias acarretando lesdo neural (OLBY, 2010; ZACHARY; McGAVIN,
2013).
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3 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS



29

Pesquisas sobre CT estdo abrindo caminhos e possibilidades
revolucionarias para a medicina, tanto humana quanto veterinaria, fornecendo
novas concepgdes sobre a diferenciagao e regeneragao tecidual, com o pretexto
de alterar o curso de diversas doencas. A aplicacédo de CT na lesdao medular
pode resultar na melhora dos sinais clinicos do animal, por possibilitar a
regeneracao do tecido nervoso medular lesionado (BYDLOWSKI et al., 2009;
LEMISCHKA, 2005; MIAO et al., 2006; ROSSI; KEIRSTEAD, 2009).

3.1 Definicao de Células-tronco Mesenquimais

As CT sao células indiferenciadas, capazes de auto-renovagcao e
multiplicagdo, para que sua presencga ativa nos tecidos se mantenha em uma
taxa alta e constante, e estdo presentes em todos os tecidos do corpo desde a
fase embrionaria (ALVARADO, 2008; BARROS, 2017).

Por serem indiferenciadas, podem originar células com fungao especifica,
possibilitando diversas utilizagcdes terapéuticas, como o uso em doencas
neuroldgicas e hepaticas, acidentes ou lesdes, envelhecimento fisioldgico
celular, manutencido da homeostase celular e reparagcdo tecidual durante o
decorrer da vida do animal (ALVARADO, 2008; BYDLOWSKI et al., 2009;
MEIRELLES et al., 2009; PITTENGER et al., 1999; SANTOS, 2018).

As CT sao classificadas de acordo com o seu potencial de diferenciagao
e o0 momento de cultivo, sendo as células-tronco embrionarias (CTE) coletadas
antes do nascimento do animal, e, apds o nascimento, as chamadas células-
tronco adultas (CTA). Existem duas classificacbes de CTE: as CTE totipotentes,
capazes de gerar qualquer tipo de tecido, tanto folhetos embrionarios quanto
células placentarias e umbilicais; e as CTE pluripotentes, que se diferenciam
apenas nos 3 folhetos embrionarios: endoderma, mesoderma e ectoderma.
Células-tronco hematopoiéticas sdo CTA, encontradas na medula 6ssea de
tecidos adultos. Delas se originardo apenas células da linhagem hematoldgica
(BARROS, 2017; HERZOG; CHAI; KRAUSE; 2003; MEIRELLES;
CHAGASTELLES; NARDI, 2006).

As chamadas CTM, sado consideradas CTA nao-hematopoiéticas

multipotentes, presentes em todos os tecidos adultos, capazes de se diferenciar



30

em tipos celulares mais especificos, tanto in vitro, quanto in vivo como
representado na Figura 8, que exemplifica o processo de mesengénese, em que
a CTM multipotente encontrada na medula 6ssea e em outros tecidos é capaz
de se replicar e gerar uma linhagem de células diferenciadas que produzem
tecido désseo, cartilaginoso, muscular, medular, tenddo e ligamentoso e outros
tecidos conjuntivos ou mesenquimais (BYDLOWSKI et al., 2009; CAPLAN, 2017;
del CARLO, 2010; MONTEIRO; NETO; MARX et al., 2014).

Figura 8 — Representacdo esquematica do processo de mesengénese.
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O termo mesenquimal, derivado do grego “meio” (meso), se refere a
habilidade dessas células de migrar para tecidos ecto, meso e endodermais.
Essa caracteristica migratoria e de preenchimento tissular é o principal elemento
para reparagdo tecidual em organismos adultos que envolvam células

mesenquimais da derme, dos ossos e dos musculos (CAPLAN, 1991).

Tecido Mesenquimal
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Dr. Arnold Caplan (1991), sugeriu que essas CTM seriam responsaveis
pela rotatividade e manutengcdo do proprio tecido mesenquimal em adultos,
portanto elas teriam de se auto-regenerar para manter o organismo vivo. Essa
teoria foi proposta devido a ja conhecida capacidade de regeneragéo de células
hematoldgicas, tanto da série eritréide quanto da mieldide, pelas CT derivadas
da medula 6ssea. Portanto, o organismo deve apresentar um depdsito de CT.

As CTM podem ser encontradas em diversos tecidos adultos, como: no
estroma da medula 6ssea, tecido adiposo, peridsteo, musculatura esquelética,
musculo cardiaco, polpa dentaria, tecido nervoso, rim, pulméo, figado e entre
outros. Além de tecidos adultos pds-natais de suporte, que sao a parede do
corddo umbilical, liquido e membrana amniética e placenta. E sabido que a idade
do doador de CTM €& um fator importante para o sucesso do transplante, ja que
animais jovens possuem uma porcentagem maior de CTM em seus tecidos,
quando comparado aos adultos (BYDLOWSKI et al., 2009; MEIRELLES;
CHAGASTELLES; NARDI, 2006; MIAO et al., 2006; OLBY, 2010; PITTENGER
et al., 1999; SARMENTO, 2012; YARAK; OKAMOTO, 2010; ZUK et al., 2002).

A Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT - International Society
for Cellular Therapy) definiu que, para serem chamadas de células
mesenquimais, as CTM deveriam estar dentro dos critérios estabelecidos, que
sdo: adesao ao plastico in vitro; diferenciacdo em osteoblastos, adipdcitos e
condroblastos quando cultivados in vitro; e possuir marcadores de superficie
positivos para CD73, CD90, CD29 e CD105; e negativos para CD11b ou CD14,
CD19 ou CD79-a, CD34, CD45 a HLA-DR. O marcador Stro-1, é o melhor
marcador de CTM conhecido, porém nao € exclusivo dessas células e pode ser
perdido durante o cultivo, portanto ndo € classificado como um marcador
obrigatério (ALVES et al., 2017; BYDLOWSKI et al., 2009; MEIRELLES et al.,
2009; MEIRELLES; CAPLAN; NARDI, 2008).

A diferenciacao e proliferacédo das CTM no tecido, dependem de situacdes
como: sua capacidade de diferenciacdo em células especificas desse tecido; se
o estimulo recebido pelas CTM é efetivo; e se foram cultivadas em condi¢des
especificas favoraveis. Somente se forem cultivadas em ambiente favoravel,
elas poderado ser induzidas a se diferenciar em diversos tipos teciduais, como
tecido 6sseo, adiposo, cartilaginoso, muscular, neural, endotelial, cardiaco,
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renal, hepatico, células produtoras de insulina, células tendineas e ligamento,
entre outros tecidos. A capacidade de células-tronco da linhagem mesenquimal
se diferenciar em células de linhagens germinativas diferentes, como ectodermal
e endodermal, € chamado de plasticidade (AGGARWAL; PITTENGER, 2005;
ALVARADO, 2008; BARROS, 2017; BYDLOWSKI et al., 2009; del CARLO,
2010; MIAO et al., 2006; MONTEIRO; NETO; MEIRELLES et al., 2009).

De acordo com Monteiro, Neto e del Carlo (2009), por conta de sua
plasticidade, as CTM podem originar células por meio: da transdiferenciagcéo
celular, processo pelo qual a célula germinativa mesodermal altera sua
composic¢ao para gerar uma ceélula-alvo especifica (forma direta) ou se diferencia
para uma CT de outra linhagem primordial para depois poder se rediferenciar na
célula-alvo (forma indireta), como por exemplo uma CTM de origem mesodermal
se diferenciar em um neurénio, de origem ectodermal; ou se origina também pelo

mecanismo de fusdo da CTM com a célula-alvo presente no local.

O fator que permite a auto-renovacédo e diferenciagdo das CTM é o
microambiente em que elas se encontram, denominado nicho quando em um
tecido. As células permanecem em estado adormecido quando nos nichos, e no
decorrer da vida do animal, em casos de lesbes e regeneragao celular devido ao
envelhecimento fisioldgico, sado recrutadas para realizar a reposi¢cao celular.
Portanto, as CTM s&o encarregadas pela realizacdo da manutengdo da
homeostase e reparagcédo do tecido durante o envelhecimento. Essas células
podem ser aplicadas em um microambiente especifico, apos cultivadas in vitro,
ou podem estar presentes no tecido de forma fisiologica. Quando as CTM entram
em contato com as células presentes nos nichos, adquirem sua morfologia e
funcdo com o intuito de restaurar o tecido lesionado. Portanto, essas células sdo
capazes de se diferenciarem em um tipo celular especifico, se os fatores
bioativos, também especificos, estiverem presentes no tecido (CAPLAN,1991;
CAPLAN; DENNIS, 2006; LUCENA, 2014; SANTOS, 2018; YARAK; OKAMOTO,
2010).

Mediadores quimicos, como citocinas e fatores de crescimento (GF),
secretados pela prépria CTM, atuam nas agdes autdcrina e paracrina, além de
exercerem funcdes anti-inflamatéria, angiogénica, antiapoptaotica,

imunomodulatéria, imunossupressora e antifibrotica. Os mediadores sao
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expressos e liberados ocasionalmente, ou caso haja necessidade, possibilitando
distintas diferenciacbes celulares de acordo com o microambiente em que a
célula se encontra (CAPLAN; DENNIS, 2006; de SOUZA et al., 2010).

Na medicina veterinaria, o uso de CTM derivadas do tecido adiposo tém
se tornado uma das fontes mais utilizadas, principalmente para animais com
lesdes tendineas, 6sseas, ligamentares e articulares, por conta da facilidade de
sua coleta, por sua abundéncia, por seu grande potencial regenerativo e por ser
um procedimento menos invasivo. As CTM oriundas da medula éssea e cordéo
umbilical também s&o utilizadas na veterinaria (KIM et al., 2015; MARX et al.,
2014; SANTOS, 2018; WEISS; DAHLKE, 2019).

3.2 Agao autécrina e paracrina das CTM

A diferenciagéo celular consiste nos dois tipos de fatores (intrinsecos e
extrinsecos) que serdo conjugados para controlar a expressao de padrdes
moleculares e celulares, resultando em tecidos especificos com funcdes

especificas, baseado em seu agrupamento molecular (CAPLAN, 1991).

O progresso da diferenciagéo celular da CTM, para que alcance o feno6tipo
da célula-alvo, € marcado por diferentes estagios. Os estagios vao depender do
tipo de regulacdo desejada: agdo paracrina, ou sinalizagdo extrinseca; e
autocrina, ou sinalizagao intrinseca, das CTM (CAPLAN, 1991).

A acao autocrina das CTM consiste em sinais emitidos pela propria célula
e a recepgao de sua propria sinalizagdo. Ou seja, ha liberagdo de moléculas
bioativas pela CTM que serao recepcionadas por ela mesma, e definira sua
posicédo de desenvolvimento, resultando no processo de regeneragao celular ou
diferenciagdo (CAPLAN, 1991).

A auto-renovacgao dessas células, ocorre devido a estimulos de liberagao
de moléculas bioativas, como interleucinas, que acarretam a substituicdo das
células velhas por células jovens promovendo a regeneragao do tecido. Esse
comportamento ocorre pela habilidade de plasticidade das CTM ja comentada.
A diferenciagao, a transdiferenciacdo e a fusédo celulares sao esclarecimentos

propostos para fundamentar o processo da plasticidade (BARROS, 2017;
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CAPLAN, 1991).

Ja a acdo paracrina das CTM, consiste na liberagdo de substancias
bioativas, como quimiocinas, receptores de citocinas e GF. Essas moléculas,
quando secretadas, realizam diferentes agées no organismo, como agao anti-
inflamatoria, angiogénica, antiapoptotica, imunossupressora, antifibrotica e
reparadora endogena. Com isso, agem como um mecanismo de diferenciacéo,
e por consequéncia, regeneragao celular por estimular outras CT e em diferentes
tecidos, como representado na Figura 9 (BARROS, 2017; CAPLAN; DENNIS,
2006; del CARLO, 2010; MEIRELLES; CAPLAN; NARDI, 2008; MONTEIRO;
NETO).

Figura 9 — Representacdo esquematica das agdes autocrina e paracrina das

células-tronco mesenquimais.
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Portanto, os efeitos terapéuticos das CTM ndo podem ser explicados apenas pelo
processo de diferenciagdo celular em tecido-especifico ou microambiente. O transplante
efetivo dessas células depende também da secrecao dos fatores bioativos, como moléculas
quimioatraentes, que prestardo assisténcia ao tecido lesionado, pelo recrutamento de

novas cé¢lulas (MEIRELLES; CAPLAN; NARDI, 2008).
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3.3 Agao imunomodulatéria das CTM

As CTM possuem duas fungdes gerais distintas: uma fungdo é prover a
diferenciagcdo direta da CTM em um fendtipo celular especifico, como
osteoblastos, condroblastos, miocitos, e entre outros, realizando a substituicdo
da célula injuriada; a outra fungdo é influenciar a regeneragado de células ou
tecidos por meio da liberagdo de seus fatores bioativos, sem que haja a
substituicdo das mesmas. As CTM, pela liberacdo desses fatores, atuam sobre
as células do sistema imune, conferindo sua agdo imunomodulatoria (CAPLAN;
DENNIS, 2006; del CARLO, 2010; MONTEIRO; NETO).

A agao imunomoduladora consiste no contato das CTM de modo
autocrino com as células teciduais ou de modo paracrino com o interferon-gama
(INF-y) secretado por células imunes. Quando existe esse contato, as CTM
liberam os fatores soluveis, como as prostaglandina-2 (PGE-2), as interleucinas
(IL-4, IL-6, IL-10, IL-13), o fator de crescimento transformador beta (TGF-B), o
fator de crescimento hepatodide (HGF), a enzima indoleamine 2,3-dioxygenase
(IDO) e entre outros, que atuardo nas células imunes, como linfocitos e células
apresentadoras de antigenos (APC), desempenhando uma atividade
imunossupressora e anti-inflamatoria (CAPLAN; DENNIS, 2006; del CARLO,
2010; CHO et al., 2014; MONTEIRO; NETO; WEISS; DAHLKE, 2019).

Esses fatores estimulam e inibem diversos mecanismos
imunomodulatérios do organismo. Como representado na Figura 10, os fatores
TGF-B e HGF inibem a proliferacdo de linfocitos T e B; a liberacao de PGE-2
também inibe a produgao de linfocitos T e a produgao do fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e de INF-y; a PGE-2 estimula a produgdo da citocina anti-
inflamatoria IL-10; ja a IDO induz a apoptose dos linfocitos T; os fatores IDO,
PGE-2 e TGF- fazem com que as células natural killer (NK) percam sua agao
citotéxica, por impedir a liberagao de IL-2, IL-15 e INF-y. As CTM produzem IL-6
e o fator de crescimento estimulador de macrofagos (M-CSF), que interferem na
diferenciagdo, maturagdo e ativagdo das APC (MEIRELLES et al., 2009;
MONTEIRO; NETO; del CARLO, 2010).

Os fatores bioativos atuam no sistema imune do tecido local, inibindo
fibrose e apoptose, estimulando a angiogénese, mitose e na diferenciagao
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celular com fungao de reparar a lesdo. O conjunto dos efeitos produzidos por
esses fatores, € chamado de efeito trofico, distinto da diferenciagao direta das
CTM no reparo tecidual. Como representado na Figura 11, no momento em que
o tecido € lesionado, as moléculas bioativas sdo secretadas pelas células locais
induzindo o efeito trofico, e quando ha o uso de terapia com CTM, aplicadas
diretamente no tecido ou por via sistémica, o reparo e regeneracgao tecidual s&o
estimulados (CAPLAN; DENNIS, 2006; MEIRELLES et al., 2009).

Figura 10 — Representagcdo esquematica das citocinas liberadas pelas células-

tronco mesenquimais e suas agoes.
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Outro fator imunomodulador das CTM é a presengca de uma infima
quantidade de complexo de histocompatibilidade de classe | (MHC-I) e auséncia
de complexo de histocompatibilidade de classe Il (MHC-II) em sua superficie. A
molécula MHC é uma estrutura presente nas APC com a fung¢ao de apresentar

os fragmentos antigénicos as células sensiveis a antigenos. Quando uma célula
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do organismo possui o MHC tanto de classe | como de classe I, ela vira alvo de
células fagociticas, ou seja, sera destruida. Como as CTM apresentam
pequenas quantidades dessas moléculas, as células imunes do sistema nao as
reconhecerdo como estranhas ao organismo e ndo as rejeitardo, aumentando

assim a permanéncia das CTM nos tecidos e sua efetividade (del CARLO, 2010;
MONTEIRO; NETO; TIZARD, 2014).

Figura 11 — Esquema de representacdo do reparo tecidual pelos mecanismos
troficos.
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Portanto, as CTM possuem a propriedade imunomodulatoéria por realizar
alteragdes funcionais nas ceélulas do sistema imune, como macrofagos, células
dendriticas, linfocitos T e B e células NK. Essas alteragbes ocorrem devido a
secregao de uma variedade de citocinas e GF que suprimem diretamente o
reconhecimento do sistema imune, a ag&o de linfocitos T e B e providenciam um
microambiente proprio para sua sobrevivéncia, sendo sensiveis e responsivos

ao local injuriado, auxiliando em sua reparacdo (CAPLAN; DENNIS, 2006;
MEIRELLES et al., 2009; RAFFAGHELLO et al., 2008; WEISS; DAHLKE, 2019).
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3.4 Acao anti-inflamatéria das CTM

Como visto, as CTM apresentam diversas finalidades terapéuticas tanto
na medicina humana como na veterinaria, e seu uso em situacdes inflamatoérias

€ um dos pontos estudados mais promissores (WEISS; DAHLKE, 2019).

As CTM possuem mecanismos de agao anti-inflamatéria que atuam nas
células de defesa do sistema imune. Isso ocorre pela inibicao dos fatores pro-
inflamatorios e estimulo dos fatores anti-inflamatorios, por meio da regulagéo das
citocinas secretadas pelas células de defesa e pela liberacdo préopria de
interleucinas e outros fatores atuantes no sistema (WEISS; DAHLKE, 2019).

O sistema imune utiliza de células de diferentes linhas de defesa para o
equilibrio de seu funcionamento. Os neutréfilos sao células fagociticas presentes
em todos os tecidos do corpo e sdo caracterizadas como células de primeira
linha de defesa, lisando os microrganismos invasores, porém elas apenas n&o
conseguem suprir a necessidade de prote¢do do organismo. Portanto, o corpo
utiliza um meio de sistema de seguranga que aciona outras células para ajudar

na fagocitose dessas estruturas, sdo os chamados macrofagos (TIZARD, 2014).

Os neutrofilos apresentam um tempo de vida curto em relacédo aos
macrofagos, porém sua acdo apoptotica € mais alta e rapida. Quando os
neutrofilos detectam antigenos ou estruturas estranhas, liberam citocinas para a
recrutacdo dos macroéfagos, e quando fagocitam os microrganismos, sofrem o
processo de apoptose, destruigao da propria célula que esta infectada (TIZARD,
2014). Raffaghello et al. (2008), evidenciaram que as CTM inibem a apoptose
dos neutrofilos sem que afete a fagocitose de microrganismos, expressao de
MHC ou a migragéo para tecido injuriado em resposta ao estimulo.

Os macrofagos contribuem para o inicio e resolugédo da inflamacéo.
Quando presentes no sitio inflamatoério, apresentam fungdes de detecgéo e
fagocitose de microrganismos estranhos, secretam citocinas que desencadeiam
as respostas imunes inata e adaptativa, possuem acdes pro e anti-inflamatérias,
realizam o reparo do tecido injuriado e auxiliam na cicatrizagdo (CHO, et al.,
2013; TIZARD, 2014).

Em relag&o a sua acéo inflamatdéria, os macrofagos expressam diferentes
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niveis de ativacdo, que dependem da molécula ativadora. Eles podem ser
ativados como M1 (macrdéfagos de classe |) ou como M2 (macréfagos de classe
II). No primeiro momento da inflamagédo, os mondcitos chegam ao sitio
inflamatorio, produzem algumas citocinas, principalmente o TNF-a e a IL-12, de
acao pro-inflamatéria, que ativam as NK. As células NK secretam IFN-y que
recrutam mais macrofagos, estimulando a produgéo de oxido nitrico (NO). O INF-
Y, TNF-a e o NO realizam a ativagdo dos M1, que possuem fungéo de fagocitose
de microrganismos invasores e estimulam a acgédo proé-inflamatéria, pela
constante liberagc&o de citocinas de mesma fungéo (CHO et al., 2014; TIZARD,
2014).

Apos a acédo dos M1, o tecido necessita de reparagao, remodelamento e
limpeza tecidual e a formagdo de novos vasos sanguineos para nutrir o sitio,
possibilitando a proliferacdo e sobrevivéncia celular do local. Portanto, nesse
momento os M2 sdo ativados, pois realizam essas fungdes. Os M2 secretam
SLP1 (do inglés secretory leukocyte protease inhibitor) que, apos ativar diversos
mecanismos, inibe a liberagdo do TNF-a. O TNF-a é uma citocina estimuladora
da inflamacgéo, portanto pela sua inibigdo, o processo inflamatério é diminuido,
concedendo ao M2 a atividade de supressé&o da resposta imunoldgica (CHO, et
al., 2013; TIZARD, 2014).

A respeito desse assunto, as CTM promovem uma polarizagdo dos
macrofagos para o fendtipo 2, estimulando a agdo anti-inflamatadria, e inibigdo
direta da ativacdo dos M1, como representado na Figura 12. Isso ocorre pela
secrecdo: do IL1-RA (receptor antagonista da IL-1), IL-4 e IL-13 pelas CTM, que
estimula a ativagdo dos M2; da citocina anti-inflamatoria IL-10, VEGF (fator de
crescimento endotelial vascular); e reduzem a produgdo de TNF-a, IL-12,
linfécito TCD86 e a molécula MHC-II, de agao pro-inflamatoria (CHO et al., 2014;
WEISS; DAHLKE, 2019).

Apds uma lesao tecidual, originada por diversos fatores, plaquetas séo
ativadas no local, liberando GF. Em seguida, um processo inflamatorio € gerado,
envolvendo as células do sistema imunolégico como os neutréfilos, macréfagos
e linfécitos. Com a fagocitose de células lesionadas feita pelos macréfagos,
moléculas de estimulo e mediadores inflamatérios s&o secretados, ativando as

células do processo de reparagdo tecidual. Simultaneamente, células
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endoteliais sdo ativadas pela lesdo e hipdxia tecidual, quimioatraindo mais
células imunes e, dessa forma, estimulando a ativacdo das CTM e sua
proliferagdo, elevando a quantidade dos fatores bioativos secretados (GF e
moléculas de adesao), realizando portanto, sua agao paracrina (BARROS, 2017;
MONTEIRO; NETO; del CARLO, 2010).

Figura 12 — Representagdo esquematica da ativacdo de macréfagos e da
polarizagdo dos macréfagos realizada pelas células-tronco mesenquimais.
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Nos casos em que o tecido higido ndo for restaurado, seja pela nao
eliminagdo do microrganismo ou pelo reparo tecidual ineficaz, a resposta
inflamatdria permanece e uma doenca cronica pode ocorrer. Caso isso aconteca,
havera um ciclo constante de ativagao de M2 que produzirdo IL-1, estimulando
a deposicao de colageno continua, gerando uma inflamagao crénica (TIZARD,
2014).

Portanto, as CTM possuem fungbes anti-inflamatérias extremamente
importantes e de grande interesse na terapia celular, tanto para a diminui¢ao da

inflamag&o quanto para a regeneracgao tissular (CHO et al., 2014).

3.5 Agao imunossupressora das CTM

As CTM possuem a agao imunossupressora pelo fato de inibirem a
proliferagdo dos linfocitos T (LT) por meio da secregao de fatores bioativos
(AGGARWAL; PITTENGER, 2005).

Os linfécitos sdo as principais células da imunidade adaptativa e sao
diferenciados em trés tipos principais: os LT, tém responsabilidade pela
imunidade celular; as células NK, responsaveis pela destruicdo de outras
células; e os linfécitos B (LB), responsaveis pela produgdo de anticorpos
(TIZARD, 2014).

Os LT possuem inumeras populagdes distintas, resultado das diferentes
proteinas presentes em sua superficie. A proteina CD4, caracteriza uma das
principais populagcdes de células T. O linfocito TCD4 (LTCD4) coordena a
resposta imune por meio de citocinas (INF-y, IL-12 e IL-2); atuam também como
receptores de APC com o MHC-II, ou seja, sdo capazes de reconhecer antigenos
externos. A outra populagéo sao os linfocitos TCD8 (LTCD8), de agéo citotoxica,
realizam a apoptose de células que possuem o MHC-| (TIZARD, 2014).

Os LTCD4, também podem ser chamados de linfécitos T helper (LTh), e
possuem uma subdivisdo de acordo com as citocinas que produzem, gerando
consequentemente, respostas efetoras distintas (MESQUITA JUNIOR et al.,
2010; TIZARD, 2014).
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A subdivisao LTh1 é induzida pela IL-12. Essa populagao produz o INF-y,
TNF-a e a IL-2, que estimula a proliferacdo de todos os tipos de LT e aumenta a
aptidao citotoxica dos LTCDS8. A populagao LTh2, produz IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e
IL-13, que favorecem a resposta imune humoral, ou seja, a producéo de LB e,
consequentemente, anticorpos, e também a resposta anti-inflamatéria. E os
LTh17, diferenciagao realizada pela IL-23, secretam diversas citocinas, como a
IL-17, que possui potente acdo inflamatéria (MESQUITA JUNIOR et al., 2010;
TIZARD; 2014).

Ja os LTCD8, chamados de LT citotdxicos, realizam a apoptose de
qualquer APC infectada que apresente o MHC-I e de células cancerigenas
(MESQUITA JUNIOR et al., 2010; TIZARD, 2014).

As CTM apresentam uma grande capacidade de alterar a resposta
inflamatoria no organismo. Essas células secretam a IL-10, que possui a
capacidade de inibir as citocinas TNF-a e INF-y, de agdo pro-inflamatodrias.
Secretam também fatores bioativos, como TGF- 3 e PGE2, que em conjunto com
a IL-10, possuem a capacidade de inibir a proliferacédo de linfocitos. Com
excegao ao linfocito Treg (linfocito T regulador) de acdo anti-inflamatdria, que
acaba recebendo estimulos para sua multiplicacdo pela secrecao de TGF-f3
vinda das CTM (AGGARWAL; PITTENGER, 2005; WEISS; DAHLKE, 2019).

Os resultados de Aggarwall e Pittenger (2005), sugeriram que as CTM
possuem a habilidade de inibir o INF-y e estimular a secre¢ao de IL-4, gerando
uma estimulacao da acao anti-inflamatoria dos LTh2.

Os LB s&o a base da resposta imune humoral por receberem a funcao de
produzir anticorpos. Os anticorpos s&o opsoninas, que podem estar presentes
na superficie de LB, atuando como receptores de antigenos, ou presentes na
circulagao, tecidos e mucosas, neutralizando toxinas, impedindo disseminagéo
de patégenos e eliminando microrganismos. As opsoninas sao moléculas que
recobrem os patdgenos e promovem sua destruicdo, chamada de opsonizagéo.
Os LB, quando infiltrados na lesdo medular, podem originar anticorpos que
causam danos ao proprio organismo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; OLBY,
2010; TIZARD, 2014).

As CTM interagem diretamente com os LB reduzindo sua proliferagao e
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refreando sua maturacdo. Essas células também promovem o estimulo de
linfocitos Breg (linfécito B regulador) que possuem propriedades
imunossupressoras por secretarem IL-10 alterando o fenétipo LTCD4 em Treg.
Por diminuirem a producido de LB, as CTM também ocasionam a inibicdo de
anticorpos, como IgG, IgM e IgA (WEISS; DAHLKE, 2019).

O terceiro grupo de linfocitos s&o as células NK, com o objetivo de destruir
patogenos, atuando na primeira linha de defesa da imunidade inata, sem a
necessidade de ativagao prévia. Realizam também a lise de células injuriadas e

tumorais do proprio organismo (TIZARD, 2014).

As NK fazem o reconhecimento e destruicdo das células ndo-higidas por
meio da auséncia da molécula de MHC de classe | na superficie da célula, ou
seja, ceélulas saudaveis, com o MHC-| ndo serdo fagocitadas, porém, caso
sofram lesbes e percam, no minimo, um alelo dessa molécula, serdo destruidas
pelas NK. Outro mecanismo de fagocitose consiste na recepg¢ao de proteinas
liberadas pelas células do organismo em caso de estresse celular, fazendo com
que as NK as eliminem (TIZARD, 2014).

As CTM secretam PGEZ2, IDO, TGF-B1, IL-6 e NO, inibindo a proliferagao
das NK, prejudicando sua agéao citotoxica e diminuindo a produgao de citocinas
pro-inflamatérias (WEISS; DAHLKE, 2019).

3.6 Agcao angiogénica das CTM

O restabelecimento do suporte sanguineo em um tecido lesionado é
fundamental para sua regeneragdo. Em vista disso, a angiogénese promovida
pelas CTM é de extrema importéncia na recuperacéo do tecido (MEIRELLES et
al., 2009).

As CTM secretam diversas citocinas que possuem propriedades
angiogénicas, como o VEGF, fator de crescimento de fibroblastos (FGF), HGF,
IL-6, proteina quimioatraente de mondcitos (MCP-1) e entre outros. Além de
serem fatores angiogénicos, a IL-6, VEGF e MCP-1 possuem fungdo anti-
apoptotica, que em conjunto, inibem a destruicdo de células endoteliais em
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situagdes de hipdxia, promovendo a formagéo de vasos capilares (MEIRELLES
et al., 2009).

3.7 Acao anti-fibrotica das CTM

Para que as CTM realizem eficientemente suas propriedades anti-
fibroticas, sua aplicagcao deve ser feita antes que uma fibrose tecidual intensa
ocorra (MEIRELLES et al., 2009).

Apds uma lesio tecidual, células perivasculares se proliferam e secretam
HGF, mediando uma agao anti-fibrética. As CTM, em resposta ao FGF secretado
pelas células lesionadas, também produzem HGF, e quando aplicadas no local
de lesao estimulam a produgao de HGF pelas células do tecido e outras citocinas
anti-fibréticas (MEIRELLES et al., 2009).
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4 CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS NA LESAO MEDULAR
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A lesdo medular, geralmente, acarreta severa disfungéo neural, gerando
alteracbes drasticas na vida dos animais, como incapacidade de locomocgéo,
alteragdes motoras e sensiveis no sistema nervoso, ocasionando perda de sua
independéncia, o que, consequentemente, acaba afetando, também, a qualidade
de vida dos tutores. Estudos mostram que as CT providenciam uma fonte de
células neurais saudaveis para a regeneracgao do tecido e a secreg¢ao de fatores
neuroprotetores apds a lesdo. O uso da terapia com CTM é muito promissora,
por sua facilidade de coleta, abundancia de material, seguranga e principio ético
(KIM et al., 2016; QU; ZHANG, 2017; SONG et al., 2014).

4.1 Lesao medular

As lesdes medulares podem ser resultados de diversos fatores, como
degeneragdo, neoplasias, inflamagdes, traumas e entre outros. Sendo
classificadas como lesbes agudas, subagudas ou crénicas (NELSON; COUTO,
2015; OLBY, 2010).

Os sinais clinicos da lesdo aguda, subaguda ou crbnica, variam
drasticamente, e dependem, também, do local, da gravidade e de sua
progressdo. Alguns dos sinais clinicos mais comuns nas lesbes medulares s&o
sensibilidade a palpacao, ataxia, diminuicdo da dor profunda e incontinéncia
urinaria, porém existem casos crénicos em que sinais neurolégicos podem estar
ausentes (NELSON; COUTO, 2015; OLBY, 2010).

Os traumas agudos, evoluem de minutos a horas e ocorrem devido a
trauma externo, fraturas, doengas vasculares, extrusdo do disco intervertebral
do tipo | e entre outros. Consiste em uma contusao medular grave com ou sem
presencga de edema do tecido nervoso, gerando alteragdes fisicas e bioquimicas
imediatas. Doengas infecciosas, inflamatorias, metastases, linfomas e
discoespongilite sdo classificadas lesées subagudas, com evolugdo em dias ou
semanas. E as lesdes crdnicas, com progressdo em meses Ou anos, S&o
neoplasias, cistos espinais, protrusao do disco intervertebral do tipo Il e doengas
degenerativas. As lesdes agudas podem evoluir para subaguda ou crbénica caso
a resposta fisioldgica ao trauma se estenda (CARVALHO et al., 2013; KIM et al.,
2015; NELSON; COUTO, 2015; OLBY, 2010)
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O dano primario de qualquer lesdo medular, pode gerar quatro tipos de
lesdo mecanica: a concussdo, promovida por um impacto medular gerando
disfungdes vasculares; a laceragéo, que consiste no rompimento das meninges
medulares e do tecido nervoso, como neurdnios e axénios; a compressao, sendo
uma diminuicdo do canal medular ocasionando aumento da pressao sanguinea
e isquemia; e o quarto mecanismo, a isquemia, ocasionada pelo trauma fisico e
exacerbada por fatores vasoativos liberados pelo organismo (CARVALHO et al.,
2013; OLBY, 2010).

Portanto, o resultado gerado no momento exato do trauma consiste na
ruptura de axénios e vasos sanguineos, e na morte celular de células do tecido
nervoso, como neurdnios, oligodendrocitos, astrocitos e células endoteliais
(OLBY, 2010).

Ap6s o dano primario, uma seérie de eventos secundarios, como
hemorragia, hematoma, lesdo vascular, mudangas na concentragdo de ion
intracelular, excitotoxicidade, producdo de radicais livres, liberacdo de
neurotransmissores excitatérios e, principalmente, inflamacdo, ocasionam
aumento da area de destruicdo tecidual e apoptose ou necrose das células
lesionadas, podendo decorrer por longos periodos apos a injuria. A leséo
vascular e a inflamagéao, em conjunto com a acidose latica, ocasionam necrose
hemorragica da substancia cinzenta apds 15 minutos do trauma CARVALHO et
al., 2013; OLBY, 2010).

De acordo com a Figura 13, apds o trauma medular, ocorre a liberagao de
citocinas pré-inflamatérias pelas células imunes no local da lesdo, que
desencadeiam respostas inflamatorias com o objetivo fisiologico de destruir as
células lesadas gerando degradacgao do tecido local como um todo, o que afeta
a funcionalidade do mesmo. Ocorre também a formacdo de hematoma, que
expde o tecido nervoso a hemoglobina e a outros produtos da degradacéo,
resultando na liberagao de radicais livres. Radicais livres sdo moléculas instaveis
que geram estresse oxidativo no tecido, degradando-o. E apds o trauma, células
imunes do SNC chamadas de micréglia sdo ativadas com o objetivo de limpar o
hematoma e secretar citocinas pro-inflamatorias (CARVALHO et al., 2013; KIM
et al., 2015; TIZARD, 2014).
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ApOs lesbes medulares, células nervosas, como neurbnios,
oligodendradcitos, astrocitos e entre outras, iniciam o processo de apoptose. A
morte de oligodendrdcitos contribuem para a desmielinizagdo dos axénios e para
a perda de fungao (OLBY, 2010).

Figura 13 — Esquema representativo do mecanismo de trauma medular.
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O processo inflamatério na medula lesionada, promove a ativagao de
astrocitos. Essas células, quando ativadas, liberam citocinas pro-inflamatoérias
que aumentam a degeneragao de neurdnios e causando estresse oxidativo.
Além disso, os astrocitos, em conjunto com os oligodendrécitos e elementos do
tecido conjuntivo formam a cicatriz glial, um processo de prote¢ao do SNC, que
gera uma obstrugéao fisica para a regeneracao de axonios (KIM et al., 2016).

A neuroinflamagao aguda gera quadros de dor e atua com o objetivo de
preservar a saude do tecido higido restante por meio da destruicdo das células

mortas pelo dano mecanico e pela reparacdo da matriz extracelular, enquanto a
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neuroinflamacgao crénica, por possuir menor limiar de dor, estimula o sistema
imune a agir nas ceélulas locais por mais tempo, gerando uma inflamacéo
continua, prejudicial ao tecido (GALINDO, 2011).

A dimensdo dos eventos citados, determina a perda progressiva de
neurdnios e oligodendrécitos, a desmielinizacdo dos axodnios, a tentativa de
regeneracao celular local e a apoptose neural. Em casos muito evoluidos ou sem
tratamento prévio, é improvavel a recuperagdo neurolégica do paciente
(CARVALHO et al., 2013; KIM et al., 2015).

4.2 CTM na lesao medular

Durante anos, meédicos consideravam que a célula nervosa era
permanente e incapacitada de realizar regeneragao, porém com a descoberta de
novas terapias celulares, foi apresentado que as CT possuem um grande
potencial para o tratamento de lesées no SNC, como por exemplo, seu uso em
tratamentos para a Doencga de Parkinson (SONG et al., 2014).

Autores como Tsiapalis e O’Driscoll (2020), Song et al. (2014), Gowen et
al. (2020), apontaram o transplante de CTM originadas da medula éssea como
uma fonte muito promissora para o tratamento de lesées no SNC e outras
diversas doengas neurodegenerativas, gerando recuperagdo neuroldgica

funcional aos individuos.

O objetivo da terapia com CTM em casos de lesdo medular € diminuir a
morte de células neurais, reduzir a cavitacdo cistica e cicatrizes no local,
recuperar as células neurais higidas e estimular a regeneracdo de axoénios
funcionais, gerando uma remodelag&o do nicho tecidual injuriado, melhorando a
funcdo motora dos membros (KIM et al., 2015; KIM et al., 2016; QU; ZHANG,
2017).

Uma fung&o extremamente importante das CTM na lesdo medular, € sua
acao neuroprotetora, realizada por meio da secrecado de fatores neurotréficos,
que irdo promover o reparo do tecido neural e a inibicdo da formacdo de
cicatrizes na medula. Os mecanismos paracrinos das CTM, como liberacado de
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GF, moléculas anti-apoptoticas e citocinas anti-inflamatdrias, providenciam um
microambiente favoravel para que ocorra a regeneracdo neuronal,
remielinizagdo de axdnios e melhora na circulagdo sanguinea do tecido nervoso
(KIM et al., 2016; SONG et al., 2014; UCCELLI et al., 2011).

Diversos pesquisadores evidenciaram que as CT neurais possuem a
capacidade de estabelecer uma nova conexdo sinaptica no local da leséao,
favorecer o microambiente tecidual pela secrecdo de fatores neurotréficos e
estimular a regeneragcdo da bainha de mielina em axbénios de neurdnios,
restaurando assim, a condugdo elétrica nervosa do tecido (KIM et al., 2016;
SONG et al., 2014).

Para que as CTM realizem suas funcdes, elas devem possuir a
capacidade de migrar até o tecido lesionado, caso aplicadas pela via intravenosa
ou, devem se incorporar a medula espinhal do animal quando administradas na
lesdo ou proximo a ela (QU; ZHANG, 2017).

Qu e Zhang (2017), apresentaram um estudo demonstrando que o
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) € um dos principais fatores
que regulam a migragao das CTM transplantadas aos tecidos injuriados da les&o

medular.

Apds a lesdo medular inicial, ocorre uma resposta inflamatéria,
envolvendo células imunes como neutrofilos, macréfagos e linfocitos T, e fatores
bioativos como citocinas e prostaglandinas. O infiltrado de neutrofilos presente
na lesdo, secreta citocinas, com o objetivo de estimular a inflamagdo. Os
macréfagos recrutados, quando no tecido lesionado, liberam TNF-a,
interleucinas e interferon (INF), exacerbando a resposta inflamatéria e lesando o
tecido nervoso (CARVALHO et al., 2013; TIZARD, 2014).

Como discutido anteriormente, as CTM possuem intensa resposta a
estimulos inflamatérios, quimiotaticos, quimiocinas, citocinas e diversos GF,
como VEGF, HGF e entre outros, todos esses secretados por células lesionadas.
A reacdo das CTM, apds esses estimulos, desencadeia diversas de suas agoes,
como anti-inflamatoéria e imunoregulatoria, para que haja recuperagao do tecido
(CAPLAN; DENNIS, 2006; KIM et al., 2016; MONTEIRO; NETO; del CARLO,
2010; QU; ZHANG, 2017).
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O transplante de CTM estimula sua a acédo antiapoptética na lesao
medular por elevar a expressao de alguns fatores que promovem uma melhora
na migragao de outras células ao local e na recuperagao apdés a lesdo por mediar
a migracao de mais CTM originadas da medula éssea do proprio animal. Essas
células expressam também multi neurotrofinas que geram uma recuperagao da
funcdo sensorial do animal por promover crescimento axonal apds a lesao.
Neurotrofinas como NT-3 (neurotrofina-3) tém sua expressdo aumentada pelas
CTM atuando como fatores de regeneracéo nervosa, favorecendo a recuperagéo
do paciente (QU; ZHANG, 2017).

Song et al. (2014), realizaram uma pesquisa induzindo 40 ratos da raca
Wistar a uma lesdo medular aguda, onde 20 deles representavam o grupo
controle que receberam soro fisiolégico como placebo e os outros 20 receberam
o transplante de CTM derivadas da medula d6ssea. Apds 8 semanas do
experimento, duas proteinas importantes foram mensuradas nos dois grupos, o
fator de crescimento nervoso (NGF) e o fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF). O NGF é uma proteina com capacidade de promover e manter o
crescimento nervoso, sua sobrevivéncia e sua funcionalidade, além de
resguardar os neurénios injuriados. E o BDNF, que apresenta inumeras fungdes
importantes, como proteger os neurénios motores da medula espinhal ap6s uma
lesdo. Apds o transplante das CTM no grupo designado, a expressédo dessas
duas proteinas se apresentou notavelmente mais elevada quando comparado
aos valores expressos pelo grupo controle. Além disso, a recuperagéo da fungéo
motora nos membros posteriores dos ratos que receberam o transplante, foi
muito mais eficaz que a recuperagéo dos animais do grupo controle, concluindo

assim, que as CTM conseguem estimular o reparo da medula lesionada.

Outros estudos observaram que as CTM, quando transplantadas em ratos
com encefalomielite autoimune, secretaram neurotrofinas como a BDNF que
estimulou oligodendrécitos a restabelecer sua mielinizagdo, favorecendo a
condugédo de estimulos elétricos (SONG et al., 2014; UCCELLI et al., 2011).

O HGF secretado pelas CTM exerce fungdes importantes na regeneragéo
de tecido nervoso, como estimulacdo do crescimento axonal e melhora na
recuperacéo das fungdes motoras, gera também supressao da desmielinizagéo
dos axénios, da apoptose e do rompimento da barreira hematoencefalica,
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preservando a homeostase (MONTEIRO; NETO; del CARLO, 2010; QU;
ZHANG, 2017).

Como discutido anteriormente, as citocinas e os fatores bioativos
envolvidos na terapia celular, sdo de grande importancia para o sucesso do
tratamento. Citocinas como as IL-4, IL-13, IL-10 s&o secretadas ou estimuladas
pelas CTM, gerando uma resposta anti-inflamatoéria. Ja o TNF-a, o INF-y e a IL-
12, de agao pro-inflamatdéria, tém sua producéo reduzida pelas CTM. Outros
fatores secretados pelas CTM, como TGF- e PGE2 em conjunto com a IL-10,
inibem a proliferacdo de linfocitos que atuam na inflamagdo do tecido
(AGGARWAL; PITTENGER, 2005; CHO et al., 2014; QU; ZHANG, 2017; WEISS;
DAHLKE, 2019).

Outra habilidade apresentada pelas CTM é sua capacidade de resgatar
neurdénios do processo de apoptose no cultivo in vivo em ratos com
encefalomielite autoimune, promovendo a redugdo da perda de axdnios em

conjunto com seu mecanismo de imunossupressao (UCCELLI et al., 2011).

Em um estudo para esclerose lateral amiotrofica, feito com ratos, a
administragdo de CTM na porcao lombar da medula espinal, possibilitou uma
melhora na sobrevida de neurénios motores. Como resultado, o desempenho

motor dos animais, melhorou (UCCELLI et al., 2011).

No SNC, as microglias possuem fungdo fagocitica e, apos ativadas,
realizam a liberagcdo de moléculas pro-inflamatérias, como TNF, IL-1, NO e entre
outras. Essas moléculas estdo associadas com a patogenia da lesédo neural, que
resulta em isquemia, inflamacao, permeabilidade da barreira hematoencefalica
e na neurodegeneracado. A partir disso, as CTM secretam fatores neurotroficos
que inibem a ativagado da microglia e a liberagdo de seus fatores inflamatorios,
promovendo a neuroprotegao no tecido (OLBY, 2010; UCCELLI et al., 2011).

As CTM impedem entdo uma segunda fase de lesdo neuronal pelos
linfocitos e por outras células imunes, reduzindo a inflamacgao no tecido local do
trauma medular. Portanto, compreende-se que a preservacao de neurdnios pds-
lesdo, consiste na secrecdo de citocinas pelas CTM e por sua acgao
imunomodulatéria (QU; ZHANG, 2017).
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Um estudo, realizado na Coréia do Sul, com o objetivo de avaliar o uso de
CTM originadas do tecido adiposo para tratamento alternativo em cédes com
lesdo medular aguda ao invés do glicocorticoide neuroprotetor MPSS (do inglés
methylprednisolone sodium succinate), utilizou 17 caes saudaveis da raga
Beagle, entre 2 e 3 anos de idade. 16 cédes foram separados em 4 grupos
diferentes: grupo controle (n&o tratados apos a lesdo); grupo MPSS
(administracdo de MPSS ap0s a lesdo); grupo AD-MSCs (administragédo de CTM
oriundas do tecido adiposo apos a lesdo); e o grupo AD-MSCs + MPSS
(administracdo de MPSS e das CTM apds a lesao). Um cao foi utilizado para a
avaliacao da distribuicdo das CTM no corpo do animal apos administracdo. Apos
a apuracao dos dados finais, foi observado que a administracdo de CTM
oriundas do tecido adiposo promoveu uma melhora importante nos sinais
clinicos dos pacientes, como presenga de fungcdo motora nos membros
posteriores dos animais. As CTM inibiram, seletivamente, a glicoproteina
cicloxigenase-2 (COX-2), de acdo inflamatéria. Essas células apresentaram
também atividade antioxidativa, reduziram sangramento intraparenquimal e
migragcdo de microglia para o sitio lesionado e diminuiram a expressao de
metabalitos oxidativos, como observado na Figura 14. Portanto as CTM
reduziram a neurotoxicidade do tecido e protegeram as células locais de
sofrerem apoptose (KIM et al., 2015).

Outro estudo realizado por Kim et al. (2016), com o objetivo de aprimorar
o tratamento em caes com doenga do disco intervertebral na regido toracolombar
com auséncia de dor profunda, utilizaram 34 caes, separados em dois grupos:
25 animais foram submetidos a cirurgia de descompressao das hérnias; e os
outros 9 cades foram submetidos a cirurgia de descompressdo e em seguida,
tratados com CTM derivadas do tecido adiposo. Os autores apresentaram que a
taxa de melhora clinica dos animais do segundo grupo, com o valor de 77,8%,
foi bem mais elevada que a taxa de melhora clinica do primeiro grupo, com o
valor de 52%, como exemplificado no Quadro 2. Dos 77,8% dos animais do
segundo grupo, 55,6% dos cades apresentaram recuperagdo total da dor
profunda e melhora dos sinais clinicos. Portanto, os dados mostraram que o
tratamento composto pela cirurgia de descompressdao em conjunto ao
transplante de CTM apresentaram resultados satisfatérios em caes com doencga

do disco intervertebral com auséncia de dor profunda. A melhora clinica apds o
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transplante de CTM é resultado de sua agao anti-inflamatdria e neuroprotetora,

garantindo a sobrevivéncia das células nervosas endogenas.

Figura 14 - Analise histologica das lesbées medulares dos cées.

Coloragdes H&E e azul rapida Luxol. Imagens A-C: grupo controle; D-F: grupo MPSS; G-I: grupo
AD-MSCs; e J-L: grupo AD-MSC-s + MPSS. Na coloragao H&E (imagens A, D, G, J) todos os
grupos apresentaram hemorragia e infiltragéo de células da micréglia na area da lesdo. Imagens
B, E, H, K mostram que o parénquima lesionado da medula é composto por neurbnios
desmielinizados, restos celulares, leve fibrose e hemorragia. Apds a analise das imagens, o
grupo AD-MSCs apresentou hemorragia em menor quantidade e respostas inflamatérias
menores quando comparado aos outros grupos. Porém, todos os grupos revelaram severa
desmielinizagado de fibras nervosas na lesao, observado pela coloragéo de Luxol C, F, I, L.

Fonte: Kim et al. (2015, p. 6).

Quadro 2 — Resultado clinico do estudo de 34 caes com doenga aguda do
disco intervertebral e auséncia de dor profunda.

] Cirurgia para Descompressao +
RESULTADO CLINICO descompressao AD-MSCs (n =9)
de hérnias (n = 25)
Sucesso | Recuperagao total 4 (16%) 5 (55,6%)
Melhora clinica 9 (36%) 2 (22,2%)
Fracasso 12 (48%) 2 (22,2%)

Fonte: adaptado Kim et al. (2016, p. 125).
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Em humanos, foi observado que as CTM, quando aplicadas, geram
depédsito de fibronectina no tecido, uma proteina conhecida por estimular
crescimento axonal e alongamento neuronal, além da regeneracao da fibra
nervosa. A laminina € uma outra glicoproteina que induz o crescimento axonal,
e além disso, alguns artigos sugerem que essa proteina € um fator paracrino
importante, que regula os efeitos regenerativos das CTM em uma lesdo medular
(QU; ZHANG, 2017).

O tratamento com CTM na lesdo medular tem como objetivo diminuir os
sinais clinicos da doenca por restaurar a homeostase tecidual, e isso € obtido
pela minimizagdo dos danos secundarios causados pelo trauma pela acédo das
CTM na lesdo, providenciando neuroprotecdo ao tecido e estimulando a
regeneragcdo neuronal por diversos mecanismos, como diminuicdo da
inflamacédo, aumento da sobrevivéncia das células nervosas, redugdo da
formacgao de fibrose e estimulando a proliferacdo e migracdo de outras células
promovendo a regeneracéao do tecido neural (KIM et al., 2015).
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5 CONSIDERAGOES
FINAIS
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Foi realizado uma consideragao rapida sobre as funcdes e anatomia da
coluna vertebral, da medula espinhal e das principais células do Sistema
Nervoso Central. O objetivo foi alcangado, pois fundamentou a importancia
dessas estruturas para o funcionamento do sistema nervoso e do sistema
locomotor do animal, evidenciando a correlacdo entre os dois sistemas,

proporcionando assim, continuidade a dissertacao.

Foi apresentado a definicdo de células-tronco e como ocorre sua
diferenciagdo em multiplas linhagens. Em seguida, iniciou-se a dissertagao sobre
os tipos de tecidos originados pelas células-tronco mesenquimais, essenciais
para o organismo do animal, além de seu uso terapéutico em doengas, lesdes,
envelhecimento fisioldgico, manutencdo da homeostase e reparagéo tecidual.
Logo apds, seu uso terapéutico foi fundamentado pela consideragdo de suas
acdes autocrina e paracrina, e além dessas, suas agdes imunomodulatéria, anti-
inflamatoria, imunossupressora, angiogénica e anti-fibrotica, seguidas de suas
fungdes. Deste modo, o objetivo foi alcangado, pois todas as agdes das células-
tronco mesenquimais foram descritas, junto de suas fungdes, indicando seu uso

favoravel em diversas utilizagdes terapéuticas, o que foi discutido em seguida.

No capitulo final, foi brevemente descrito algumas situagdes que levam a
lesdo medular e alguns de seus sinais clinicos. Em seguida, sua patogenia e
fisiopatologia € apresentada, dando énfase no processo inflamatorio originado
pela lesdo medular. Por fim, o objetivo do tratamento com células-tronco
mesenquimais em lesées medulares foi identificado e a fungdo neuroprotetora
realizada por essas células foi apresentada, além de outros diversos métodos de
acao dessas celulas em casos semelhantes. Para evidenciar a agao benéfica
das células-tronco mesenquimais em lesbées medulares, diversos estudos
cientificos foram apresentados, explanando os resultados de suas pesquisas. A
partir disso, o objetivo foi alcangado, pois os artigos citados relataram que os
animais tratados com células-tronco mesenquimais, apresentaram evidéncias de
melhora clinica e percebeu-se preservacao do tecido medular e diminui¢do da

inflamacéo local.

Em conclus&o, os objetivos gerais da revisao literaria foram alcangados,
porém ainda ha uma vasta area de pesquisa a ser desvendada dentro deste

tema, pois, mesmo que as ag¢des das células-tronco mesenquimais sejam



conhecidas, muitas delas ainda nao foram detalhadamente descritas.
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