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"A medicina experimental € uma medicina cientifica, que é

fundada na fisiologia e que tem por objetivo encontrar as leis da funcéo do corpo
vivo para poder as regrar e modificar no interesse da saude do homem".

Claude Bernard (1947). Principios de Medicina Experimental.
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RESUMO

A terapia celular e o exercicio fisico podem ser uma opc¢ao para regeneracao da
lesdo medular espinal traumética. Este estudo tem por objetivo avaliar os efeitos
funcionais da terapia autéloga de células-tronco derivadas da medula Ossea:
fracdo mononuclear no trauma raquimedular agudo em ratos sedentarios e
treinados. Foram utilizados 70 ratos Wistar, machos, submetidos a lesdo medular
contusa por impacc¢ao (Impactor NYU). Apés este procedimento, os animais foram
acompanhados e avaliados quanto a fungcdo motora com o auxilio da escala de
BBB a cada 48 horas por 48 dias. Os animais com o escore& 08 foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos (N=48): Grupo 01, Sedentério e sem inje¢céo
intraparequimatosa de células (N=12); grupo 02, Sedentario e com injecao de
células (N=12); grupo 03, Exercicio e sem injecao de células (N=12) e o grupo 04,
Exercicio e injecdo de célula (N=12). As células-tronco mononucleares adultas
(CD45" e CD34) obtidas e isoladas por puncdo-aspiracdo da medula éssea. O
treinamento fisico realizado em um tanque. ApOs adaptacdo ao meio liquido,
iniciou-se o treinamento: natacdo 6 vezes por semana durante 60 min. diarios e
por 6 semanas. O estudo foi duplo-cego. Avaliacdo estatistica: Para as
comparacoes entre 0s grupos em relacdo as diferencas entre a avaliacao inicial e
a avaliacéo final foi usado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e post-hoc U
Mann-Whitney seguido da correcao do nivel do p pelo teste de Bonferroni (p<.008)
para valores significativos. Foi demonstrada diferenca estatistica significante: p<
.008 para o grupo Treinado com células-tronco em relacdo aos demais grupos,
principalmente no terceiro momento (diferenca). A concluséo foi que a combinagéo
da terapia celular por células-tronco da medula 6ssea (CD45"/ CD34") e exercicio
fisico resultaram em um aumento funcional significante na lesdo medular espinal
traumatica aguda.

PALAVRAS-CHAVE: Lesdo medular espinal traumatica, terapia celular, células-
tronco derivadas da medula éssea, exercicio fisico, ratos.
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ABSTRACT

Cell therapy and exercise training could be an option to spinal cord regeneration.
This study aims to evaluate the functional effects of the autologous bone marrow
stem cells (CD45"/ CD34) transplantation in the acute spinal cord injury: in
exercise training and sedentary rats. Seventy adults, male Wistar rats were
submitted to spinal cord contusion by Impactor (NYU). Locomotor rating scale was
done each 48 hours by 48 days. The animals with scO& were divided
randomly in four groups (N=48): Group 01, sedentary without cells parenchyma
infusion (N=12); group 02, sedentary with cells parenchyma infusion (N=12); group
03, swimming training without cells parenchyma infusion (N=12) and group 04,
swimming training with cells parenchyma infusion (N=12). Bone marrow stem cells
were obtained and isolated by puncture-aspiration of the bone-marrow. After
adaptation in the water, the animals were submitted six times a week to swimming
session of 60 min, for six consecutive weeks. The study was double-blind.
Statistics Analysis: The comparisons between the groups in relation to difference
between the beginning and the end of score were done non-parametric Kruskal-
Wallis and post-hoc U Mann-Whitney test and Bonferroni correction (p <.008), for
the identification the significance between groups. It was demonstrated
significance: p<.008 for swimming training with cells parenchyma infusion group in
compared with the others groups, principaly in the third moment (difference). The
conclusion was that the combination of the bone marrow stem cell therapy (CD45"/
CD34) and exercise training resulted in a significant functional improvement in the
acute spinal cord injury.

KEY-WORDS: spinal cord injury, cell therapy, bone marrow stem cells, exercise
training, rat.
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1. INTRODUCAO

A lesdo da medula espinal trauméatica (LMET) é uma patologia das mais
devastadoras entre as lesbes que podem afetar o ser humano, constituindo nos
dias atuais um verdadeiro desafio da reabilitacdo para Medicina Regenerativa
(SCIVOLETTO, et. al., 2007).

No Brasil, segundos dados do Ministério da Saude, morrem anualmente
90.000 individuos por trauma, a maioria, em acidentes com automoveis. Admite-se
gue outros individuos acidentados serdo portadores de invalidez definitiva
(paraplegia ou tetraplegia). De acordo com estes dados, morrem 10 brasileiros por
hora em acidentes de transito (VIALLE, 2000).

Felizmente, com o avanco cientifico criam-se novas expectativas para
melhoria da qualidade de vida dos lesados medulares. Recentemente, a terapia
celular é responsavel por essas expectativas e notadamente as células-tronco por
apresentar capacidade de originar tecidos a partir de sua forma indiferenciada sao
alvos de pesquisas. Estas células em seus sitios passam do estado quiescente e
diferenciando-se em tipos celulares diversos quando necessario; motivando
pesquisadores a realizar exaustivas pesquisas experimentais e clinicas na
tentativa de efetivar seu uso nas terapias de diversas doencas (BIANCO, et. al .,
2001). Nao sendo diferente na (LMET), a grande maioria dos esfor¢cos atuais,
tanto cientificos quanto tecnoldgicos, tem-se concentrado no desenvolvimento e
na aplicacdo de estratégias visando a limitacdo dos danos apds trauma ao
Sistema Nervoso Central (SNC) e ampliacdo do potencial regenerativo dos
neurénios lesados (GEBRIN, et. al., 1997).

Uma caracteristica comum dos individuos com (LMET) é a mudanca radical
do estilo de vida. As limitacdes fisicas que a patologia impde, levando-os ao
sedentarismo, agravam ainda mais o quadro clinico. O exercicio fisico vem
gradativamente conquistando espaco como importante agente no ambito da
reabilitacéo fisica (MCARDLE, et. al., 2003).



A sequir serdo descritas detalhadamente as estruturas celulares e teciduais
envolvidas na relacdo célula nervosa/musculo, os comprometimentos da
transmissao neuromuscular com a lesdo medular espinal traumatica (LMET) e
fatores como: terapia celular e exercicio fisico, que poderdo contribuir para

minimizar estes comprometimentos.

1.1. Célula

A célula é a unidade bésica do organismo, o corpo humano inteiro contém
aproximadamente 75 trilhdes de células, a maioria das células tem a capacidade
de diferenciacdo e de reproducdo. Sempre que um determinado tipo de célula é
destruido, por qualquer motivo, as restantes do mesmo tipo, em geral, dividem-se
sucessivamente até que o numero seja restaurado (JUNQUEIRA, 1990; GUYTON,
2006).

1.2. Célula Nervosa

A unidade estrutural e funcional do sistema nervoso é composta de células
nervosas ou neurénios. Segundo ALBERTS (2006) a tarefa fundamental de uma
célula nervosa ou neurbnio é receber, conduzir e transmitir sinais. Esses
elementos sdo formados por um corpo celular ou pericario de onde partem o0s

prolongamento e seu nucleo (GUYTON, 2006; RASCH, BURKE, 1977).

1.2.1. Corpo celular

O corpo celular ou pericario representa o centro trofico da célula e sendo

capaz de receber estimulos (JUNQUEIRA, 1990). Considerando as proposicoes

de DUUS (1989) este tipo de célula apresenta numerosos prolongamentos, cujo



comprimento variavel. Um desses prolongamentos € bem mais comprido que 0s
demais e transmite as descargas das células a periferia, define-se como axdnio ou
neurito. Os outros prolongamentos, mais curtos e amplamente ramificados, séo
definidos como dentritos.

1.2.2. Dentritos

Prolongamentos numerosos, especializados na funcdo de receber os
estimulos do meio ambiente, de células epiteliais sensoriais ou de outros
neurdnios (JUNQUEIRA, 1990).

1.2.3. AxOnio

Prolongamento Unico, especializado na conducdo de impulsos que
transmitem informacdes do neurdnio a outras células (nervosas, musculares,
glandulares); sendo a sua por¢cdo em geral € muito ramificada (JUNQUEIRA,
1990). O axbnio é o centro da fibra de um tronco nervoso, um tronco nervoso
contém em média, cerca de duas vezes mais fibras amielinicas do que mielinicas.
O axbnio tem no seu conteddo de axoplasma, que é um liquido viscoso
intracelular, em torno do qual existe a bainha de mielina, que tem a espessura
semelhante a do proprio axénio e aproximadamente, a cada milimetro, ao longo
da extensdo do axb6nio, a bainha de mielina é interrompida por um nodo de
Ranvier (GUYTON, 2006). Segundo MELLONI e cols (1994) a bainha de mielina é
depositada em torno do axénio pelas células de Schwann. A membrana da célula
de Schwann gira em torno do axdnio varias vezes, formando multiplas camadas
de membrana celular que contém uma substancia lipidica: esfingomielina. Essa
substancia é um excelente isolante que impede quase todo fluxo de ions.
Entretanto na juncdo de duas células de Schwann sucessivas, permanece uma

area pequena ndo isolada, onde os ions podem fluir com facilidade, essa érea € o



nodo de Ranvier. Esse processo é denominado por conducao saltatoria nas fibras
mielinizadas. Na mesma linha de raciocinio MARTIN (1998), relata que a
conducgdo saltatoria tem importancia por dois motivos: primeiro por fazer que o
processo de excitacdo salte por sobre longos trechos do eixo da fibra nervosa, o
gue aumenta a velocidade da transmisséo nas fibras nervosas mielinicas de cinco
a sete vezes, em média; segundo, a conducado saltatéria conserva energia para o
axonio, pois apenas os nodos despolarizam. ALBERTS e cols (2006) afirmam que,
quando um potencial de acdo alcanca as extremidades do ax6nio (0s terminais
nervosos), o sinal deve, de alguma forma, ser transmitido as células-alvo com as
guais os axonios fazem contato; estes contatos sdao normalmente neurdnios ou
células musculares. Tais sinais sdo transmitidos em jungBes especializadas
denominadas sinapses.

Na (FIGURA 1), estdo representadas todas as estruturas descritas

anteriormente.

Heurilemna
— Bainha da rrieling
: Abnio
T Mewro-fibrilhas

Mibcleo dumna
celula de Schw ann

'Y

na.rn:-mulsjcifllznr : 5 .ﬁ
PoDnio
Bainha da rriglina
Heurilerna

Neurdonio motor
{eferente)

FIGURA 1: Estrutura neural.
(Fonte: www.infoescola.com/imagens)



1.2.4. Sinapses

Na maioria das sinapses, as membranas plasmaticas das células
transmissoras e receptoras, sdo denominadas estruturas pré-sinapticas e pos-
sinapticas, respectivamente, separadas por uma fenda sinaptica. Para a
transmissdo elétrica acontecer de um neurdnio ao outro, o sinal elétrico do
terminal nervoso da célula pré-sinaptica € convertido em sinal quimico e o sinal
quimico da célula pés-sinaptica converte-se novamente em sinal elétrico, na forma
de uma pequena molécula sinalizadora conhecida como neurotransmissor (DUSS,
1989). Os sinais neurais sao transmitidos por meio de potenciais de acdo. Cada
potencial de acdo comeca com uma variacdo rapida (abrupta) do potencial de
membrana em repouso, que passa de um potencial positivo para um negativo com
a mesma velocidade. Para a conducao de um sinal neural, tal potencial desloca-se
ao longo de uma fibra nervosa até chegar a sua extremidade (GUYTON, 2006;
MARTIN, 1998).

1.3. Célula muscular

Célula muscular esquelética € um tipo celular altamente caracteristico. Em
geral, a célula muscular é extremamente grande, sendo formada pela fusdo de
muitas células musculares precursoras chamadas de mioblastos; tornando a
célula multinucleada. As células musculares maduras diferenciam-se das outras
células pela producdo de proteinas especializadas, como actina e miosina que
fazem parte do potencial contratil, assim como proteinas receptoras e proteinas de
canais ibnicos das membranas celulares que tornam as células musculares

sensiveis a estimulacao nervosa (ALBERTS; et. al., 2006).



1.3.1. Estrutura muscular

Estruturas macroscépicas de musculo esquelético contém milhares de
células cilindricas denominadas fibras. Uma fina camada de tecido conjuntivo o
endomisio, envolve cada fibra muscular e separando-as das demais fibras. O
perimiso, outra camada de tecido conjuntivo, circunda um feixe de até 150 fibras
denominadas fasciculo. Uma fascia circunda o musculo inteiro, também formada
de tecido conjuntivo, denomina-se epimisio (RASCH, BURKE, 1977).
Considerando as afirmac6es de MCARDLE e cols.(2003), a baixo do endomisio e
envolvendo cada fibra muscular existe o sarcolema. O sarcolema € uma
membrana fina e elastica que envolve o conteudo celular de cada fibra. No
sarcolema, existe uma membrana plasmatica (plasmalema) e uma membrana
basal, entre as duas membranas existem as células-tronco miogénicas conhecidas
como células satélites, que sdo os mioblastos quiescentes, que atuam no
crescimento celular regenerativo e em possiveis adaptacdes com treinamento com

0 exercicio e na recuperacao apos lesodes.

1.3.2. Placa motora

A placa motora ou unidade motora é constituida por uma fibra nervosa e as
fibras musculares por ela inervadas. As contracées normais das fibras musculares
esqueléticas sdo comandadas por nervos motores. Tais nervos ramificam-se
dentro do tecido conjuntivo do perimisio, onde cada nervo origina numerosas
terminacdes. No término das ramificagcdes, o nervo perde sua bainha de mielina e
forma uma dilatag@o que se coloca dentro de uma depressao da superficie da fibra
muscular, caracterizando assim uma placa motora ou juncdo mioneural
(ALBERTS,; et. al., 2006; DUPONT-VERSTEEGDEN, E.E.; et. al., 2000; GUYTON,
2006). (FIGURA 2)
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FIGURA 2: Estrutura da placa motora.
(Fonte: curlygirl.naturlink.pt/tecidosa)

1.4. Sistema Nervoso

O Sistema Nervoso (SN) se caracteriza por receber impulsos sensoriais de
receptores e enviar impulsos motores a estruturas somaticas e viscerais, que
podem atuar em reflexos dependente ou independentemente do encéfalo
(MARTIN, 1998). Segundo CAO e cols. (2002); METZ e cols (2000) o SN divide-se
em Sistema Nervoso Periférico (SNP) e Sistema Nervoso Central (SNC). O SNP
subdivide-se em somético e autondmico. O Sistema Nervoso Periférico Somético
€ estruturado por neurbnios sensoriais do feixe dorsal (posterior), sendo o0s
responsaveis pela inervacdo da pele, musculo esquelético, articulacdes e pela
conducdo de informacbes do SNC para a musculatura. O SNP autondmico
subdivide-se em sistema simpatico e parassimpatico. O sistema simpatico
participa nas respostas do corpo ao estresse e 0 parassimpatico atua no processo
de recuperacao, para manutencao da homeostase.

O SNC é dividido em quatro principais regides anatbmicas que sao: 1)
Cérebro (hemisfério, hipotalamo e talamo); 2) Cerebelo; 3) Tronco encefélico
(mesencéfalo, ponte e bulbo) e 4) Medula Espinhal (MARTIN, 1998).



A medula espinal € a parte mais simples do SNC tanto do ponto de vista
ontogenético (embriolégico) quanto filogenético (evolutivo), sendo que a maioria
das conexdes encefalicas com o SNP ocorre via medular (DUUS, 1989)

1.5. Medula Espinal

1.5.1. Estrutura

A Medula Espinal é a parte mais caudal do SNC, caracterizada por ser uma
massa alongada, cilindrica, de tecido nervoso situada dentro do canal vertebral. A
medula espinal se estende desde da base do cranio até a primeira vértebra lombar
(L1), sem ocupé-la completamente e ligeiramente achatada antero-posterior e a
totalidade de seu comprimento se estende até o término da borda caudal da
vértebra L1, porém os feixes dorsal e ventral dos nervos lombares e sacrais
percorrendo algumas distancias antes de deixarem a coluna medular,
denominando-se cauda equina (FIELD-FOTE, E.C., 2000). Segundo as
consideracdes de MARTIN (1998) a medula espinal tem calibre ndo-uniforme, por
possuir duas dilatacdes, as intumescéncias cervical e lombar, de onde partem
maior numero de nervos atraveés dos plexos braquial e lombo-sacro, para inervar
0os membros superiores e inferiores, respectivamente. RASCH, BURKE (1977)
afirmam que, seu comprimento médio é de 42 centimetros na mulher adulta e de
45 centimetros no homem adulto. A massa total da Medula Espinal corresponde a
apenas 2% do SNC humano, no entanto é responsavel pela inervacdo das areas
motoras e sensoriais de todo o corpo, a excecao das areas inervadas pelos nervos
cranianos. As areas motoras, localizada no corno ventral direito e esquerdo da
substancia cinzenta, possuem neurbnios motores e as areas sensitivas,
localizadas no corno dorsal direito e esquerdo também na substancia cinzenta,

possuem neurdnios sensitivos.



Na substancia cinzenta, a organizacdo neuronal € delineada por duas
definicbes: a primeira é definida por colunas e nucleos, sendo o corno dorsal um
dos locais para o término das fibras sensérias primarias. Ha trés nucleos em todos
0s niveis de medula espinhal: o nicleo péstero-marginal, a substancia gelatinosa
e 0 nucleo sensorial principal. Em segmento mais especifico ao nivel de C8 e L3,
ha o nucleo de Clarke (nucleo dorsal ou toracico), jA no corno ventral, existe a
coluna motora medial que se estende ao longo de toda a medula e inerva a
musculatura axial. Por fim, presentes nas intumescéncias cervicais (C5 a T1) e
lombossacra (L1 a S3), ha as colunas motoras laterais responséveis pela
inervagdo dos musculos dos membros respectivos, na coluna de células também
denominadas intermediolateral contendo neurdnios simpaticos pré-ganglionais,
gue estdo associados aos reflexos motores viscerais (MAIERON, et. al. 2007).

A segunda definicdo, denominada por Laminas de Rexed, € de um mapa
citoarquitetbnico da substancia cinzenta contendo dez laminas, que se
correlaciona com as conexdes sinapticas e com os dados eletrofisiolégicos
(BANNATYNE, et. al. 2006).

As laminas I, 11, 111 e IV de Rexed formam a maior por¢céo do corno dorsal. A
lamina | corresponde ao nucleo poéstero-marginal, via responsavel pelo
processamento dos sinais de dor aguda-fina “rapida” e a Il a substancia
gelatinosa, via responsavel pelo processamento dos sinais de dor crénica “lenta”.
A lamina 11l também responsavel pela dor “lenta” e a lamina 1V incluem a maior
parte dos nucleos sensoriais principais. A V também responséavel pela dor “rapida”
e a VI ocupam a base do corno dorsal, sendo subdivididas em por¢do medial e
lateral, estas duas laminas sdo essenciais para a integracao da informacéo motora
somatica, por serem o0s locais onde normalmente terminam as fibras primérias,
sdo as principais origens das fibras espinocerebelares. As laminas VII e VIII
incluem o nucleo dorsal de Clarke e as colunas de células intermediolateral e
intermediomedial, estas laminas se estendem por toda a zona intermédia e as
porcdes ventrais da substancia cinzenta. A IX inclui as colunas motora lateral e
medial para finalizar, a lamina X, corresponde a substancia cinzenta central da
medula (OZ, et. al. 2005; GUYTON, 2006).



10

As definicbes da organizacdo neuronal de substancia cinzenta, estdo
representadas pela (FIGURA 3).

Ncleos e colunas Laminas de Rexed
I et e Il : 1

Nucleo postero-marginal

a7

Substancia gelatinosa
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Zona espinhal reticular

Colunadecéulas
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Colunadecélulas
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Coluna motora,
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8

medial J\ =

Coluna motora medial

FIGURA 3: Organizagao neuronal da substancia cinzenta.
(Fonte: homepage.mac.com)

1.5.2. Embriologia

ALBERTS et. al. (2006); KURITA, N. et. al. (2005) e TESSLER, A. et al.
(1997) analisaram que, aproximadamente na terceira semana do desenvolvimento
pré-natal, o ectoderma do disco embrionario, o folheto que estd em contato com o
meio externo e que tem como fungao originar o sistema nervoso, situado acima da
notocorda, se espessa formando a placa neural. Segundo GUYTON (2006) para a
formacéo desta placa e desenvolvimento do tubo neural ha um importante papel

da acao indutora da notocorda e do mesoderma. A substancia cinzenta da medula
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origina-se, portanto, da zona intermediaria do neuroepitélio, ja a substancia branca
tem origem da zona mais externa, marginal. Uma camada de revestimento de
células ectodérmicas envolta da medula primitiva forma as meninges internas:
aracnoide e pia-mater. Ja o revestimento externo mais espesso, a dura-mater, é

formado pelo mesénquima (FIGURA 4).
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FIGURA 4: desenvolvimento da medula espinal.
(Fonte: www.forp.usp.br/mef/embriologia)

1.6. Coluna Vertebral

A coluna vertebral consiste de 33 vértebras, 24 das quais formam a coluna
flexivel, onde 07 vértebras sdo cervicais; 12 sdo toracicas; 05 sédo lombares; 05
estdo fundidas formando o sacro, a porgdo posterior da pelve e as 04 mais
inferiores que estdo parcialmente desenvolvidas constituindo o céccix. (RASCH,
BURKE, 1977)

Cada vértebra apresenta pontos anatémicos caracteristicos, o corpo vertebral

O corpo vertebral é a maior e a mais importante porcdo vertebral, pois esta



12

estrutura tem a funcdo de sustentar e suportar o peso das demais estruturas
acima dele. Posteriormente, estdo os dois pediculos e as duas laminas, no interior
destas estruturas se localiza o forame vertebral, por onde passa a medula espinal.
Um processo espinhoso se estende posteriormente e dois processos transversos
um de cada lado, ha quatro processos articulares, dois acima e dois abaixo, estes
processos articulam-se com as vértebras adjacentes. Debaixo de cada pediculo,
estd a incisura intervertebral, por onde saem os nervos que deixam a medula
espinhal (DEFINO, 1999).

1.7. Transmissao Neuromuscular

Segundo MARTIN (1998) para ocorrer transmissao por meio da sinapse,
sao necessarios trés elementos distintos: primeiro: o terminal pré-sinaptico, que é
o terminal axénico do neurdnio; segundo: a fenda sinaptica, que € o espaco entre
as terminagdes nervosas e a membrana da fibra muscular e terceiro: a membrana
receptora, presentes na membrana muscular. No terminal axénico, ha muitas
mitocondrias que fornecem energia, principalmente para a sintese do transmissor
excitatério: a acetilcolina, que por sua vez, excita a fibra muscular. Considerando
as afirmagbes ALBERTS (2006); MARTIN (1998) e JUNQUEIRA (1990) a
acetilcolina € um mediador quimico de pequeno peso molecular, junto com o
Glutamato, atuando como neurotransmissores excitatorios. A transmissdo do
impulso ocorre através dos canais de idnicos que permitem a passagem de Na* e
Ca?*, o qual despolariza a membrana plasmatica rumo ao potencial limiar
necessario para desencadear um potencial de acéo.

Segundo ELBASIOUNY (2007); SHIELDS (2007) e GUYTON (2006) um
transmissor ou neurotransmissor pode desencadear excitacdo ou inibi¢do, isso é
determinado ndo somente pela natureza do transmissor, mas também pela
natureza do receptor na membrana pds-sinaptica. Em outras palavras, um
neurénio pode ser excitado por uma sinapse que libera o mediador quimico

acetilcolina, mas o mesmo neurénio pode ser inibido por outra sinapse, que libera



13

outro mediador quimico a glicina. Portanto a membrana neuronal contém um

receptor excitatorio para acetilcolina e um receptor inibitério para glicina.

1.7.1. Efeitos da acidose e alcalose metabdlica na transmissao

neuromuscular

Os neurdnios sao altamente sensiveis as alteracbes de pH do liquido
intersticial, fluido no qual sdo imersos. A alcalose aumenta consideravelmente a
excitabilidade neuronal. Um aumento no pH do valor normal de 7,4 até
aproximadamente 7,8 pode produzir convulsbes devido ao aumento da
excitabilidade neuronal.

Entretanto, a acidose diminui consideravelmente a atividade neuronal. Uma
diminuicdo do pH de 7,4 para cerca de 7,0 pode desencadear um estado
comatoso (coma) (TERADA, 2001; REYNOLDS, 2000).

1.8. Lesdo Medular

A lesdo medula espinal traumatica (LMET) € uma lesdo grave que pode
afetar o ser humano. A LMET remonta a prépria historia da medicina: as mais
antigas descricdes encontram-se em papiros descobertos por Edwin Smith, em
1862 na cidade de Tebas, mas como sendo coOpia de um manuscrito original
escrito talvez entre 3000 e 2500 a.C. Estes papiros relacionam seis casos de
lesdo vertebral e reconhecem a paralisia provocada por estas graves lesdes, com
recomendacdes para o seu tratamento (www.spinalcord.org, 2008).

Embora de forma lenta, o século passado foi marcado por maior
enfrentamento da LMET, primeiro para tentar melhor compreendé-la e depois para

combater suas sequelas.
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A LMET atinge principalmente a faixa etaria mais exposta aos acidentes,
gue em geral é também a mais produtiva. Cerca de 60% dos casos de LMET
ocorrem em pessoas entre 16 e 30 anos de idade, mas a média estd aumentando
com o aumento da longevidade do ser humano, chegando aos 38 anos nesta
altima década (BIRMINGHAM, A.L.; et. al., 2003).

Devido as peculiaridades econbmicas brasileiras, € dificil obter dados
estatisticos precisos a respeito da LMET, sendo as estimativas baseadas nas
informacdes provenientes dos paises desenvolvidos. Nos Estados Unidos, desde
1937, existe o National Spinal Cord Injury Database que, registra informacoes
oriundas de 21 centros federais de atendimento a pacientes com lesdao medular.
Através de seus dados, estima-se que, a incidéncia anual de LMET esta entre 30
a 40 casos novos por milhdo de habitantes. Estudos realizados em 2004 pelo
Centro de estatistica Nacional de lesdo medular americano (National Spinal cord
Injury Statistical Center), mostraram que ha uma incidéncia de 11.000 casos
anuais com uma prevaléncia de 247.000 casos nos Estados Unidos. Desta
incidéncia sdo constatados que 78% sdo homens. Dentre as causas, 50%, estdo
relacionados aos acidentes; 23,8%, relacionados as quedas e 11,2%, relacionados
as violéncias. Este ultimo dado refere-se principalmente as violéncias com armas
de fogo. Este estudo fez um levantamento dos gastos federais com esta incidéncia
chegando ao valor de 682 mil e 957 ddlares no primeiro ano; e durante 25 anos de
acompanhamento de 11.000 casos, houve um gasto total de 2 milhdes 693 mil e
887 ddlares (www.asia-spinalinjry.org, 2008; STRAUSS, et. al., 2008).

Fora do Brasil, os homens representam 82% dos lesados, fruto da sua
exposicao aos fatores de risco, tais como dirigir em excesso de velocidade ou
dirigir alcoolizado ou por agressées. No mundo todo, a causa principal de LMET é
acidente de transito; dos casos relatados nos Estados Unidos, 50,4% tém esta
etiologia. A terceira causa que mais contribui para provocar LMET é a violéncia,
sob varias formas, incluindo ferimento por projétil de arma de fogo. Esta forma de
agressao, em especial, tem aumentado assustadoramente a sua participacdo nas
estatisticas dos ultimos anos (BIRMINGHAM, A.L.; et. al., 2003).
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No Brasil dados levantados pela Rede de Hospital de Reabilitacdo Sarah,
em um periodo de fevereiro de 1999 até janeiro de 2000, mostraram
caracteristicas semelhantes aos dados estrangeiros, por serem em sua maioria,
jovens e adultos jovens, homens (71,7%), solteiros (54,0%), com escolaridade até
o ensino fundamental (49,3%) e de residentes em areas urbanas (91,8%)
(www.sarah.br, 2008).

Em Curitiba, dados obtidos pelo Grupo Integrado de Apoio ao Paraplégico —
GIAPA — Hospital Universitario Cajuru, mostram que em 240 casos onde foi
possivel determinar a causa de LMET: 42% foram vitimas de acidente de transito
e 27% de violéncia que, incluem variadas formas de agressédo (VIALLE, E; et. al.,
2002).

A participacao de varias especialidades médicas envolvidas e a mobilizacao
de pacientes e familiares em associacfes propiciou o diagnéstico precoce da
LMET assim como, o desenvolvimento de técnicas de tratamento e prevencao das
complicagbes e de sua padronizacgéo internacional.

A LMET sendo considerada como fato irreversivel até ha pouco tempo;
atualmente existem perspectivas da regeneracao da lesdo medular e recuperacao
funcional com mais otimismo (TESSLER, A.; et. al., 1997).

E universal a aceitagdo de dois mecanismos fisiopatologicos da les&o
neuroldgica: o primeiro produzido pelo trauma em si, como morte celular e
liberacdo de eletrolitos, metabolitos e enzimas; este € um processo mecanico que,
independe do controle celular. O segundo, surge como uma cascata de
fendmenos, envolvendo edema, inflamacado, isquemia, re-perfuséo, fatores de
crescimento, metabolismo do célcio e peroxidase lipidica. Estes dois mecanismos
interferem na regeneracao celular, culminando em agressdes de neurdnios e de
seus axonios.

O tratamento atual segue estes dois mecanismos fisiopatoldgicos:
prevencdo da lesdo progressiva ap0s o trauma e restauracdo de neurbnios
danificados. (ANDERSON, D.K.; et. al., 1988).

Estudos multicéntricos demonstram o efeito protetor dos corticoides,

particularmente da metilprednisolona, quando utilizada nas primeiras 8 horas apos
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o trauma, demonstrando que o dano medular € progressivo e podendo ser
reduzido com tratamento adequado. No campo de regeneragédo, com a aplicagcéo
de técnicas em biologia molecular, a qual identifica e sintetiza proteinas com
atividade de fator de crescimento neuronal sdo aplicadas com sucesso em etapa
experimental pré-clinica. (BRAUGHLER; HALL, 1983; CONSTANTINI; YOUNG,
1994).

1.8.1. Apoptose versus Necrose celular

As células de um organismo multicelular sdo altamente organizadas e
fortemente reguladas, ndo apenas pela funcdo da divisdo celular, mas também
pelo controle da morte celular (MCARDLE, et. al., 2003). Na mesma linha de
pensamento ALBERTS (2006) relata que, se as células ndo tem mais uma
funcionalidade, estas células cometem suicidio, por meio de um programa de
morte intracelular. Esse processo é chamado de morte celular programada ou
comumente conhecido por apoptose.

No desenvolvimento do sistema nervoso de vertebrados, mais da metade
das células nervosas produzidas morrem logo apés a sua formagdo, em um adulto
saudavel, bilhdes de células morrem na medula 6ssea a cada hora, porém ha um
equilibrio exato entre morte celular e divisao celular. (DUUS, 1989).

Segundo ALBERTS (2006) e JUNQUEIRA (1990) afirmam que, morte
celular, como resultado de uma doenca aguda, normalmente é um processo
gradativo, onde as células incham, arrebentam, derramando todo seu conteudo
sobre o0 meio extracelular, um processo denominado Necrose Celular. Esse
mecanismo aciona uma resposta inflamatdria potencialmente danosa. Em
contrapartida, uma célula que sofre apoptose morre de forma programada, sem
danificar o ambiente extracelular.

GUYTON (2006) descreve o processo de uma morte programada. A célula
em apoptose se enruga e condensa, 0 citoesqueleto se colapsa, o0 envelope

nuclear se desmonta e o DNA do nucleo se quebra em fragmentos. A superficie
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da célula é alterada para que atraia células fagocitarias, geralmente células
fagocitarias especializadas, denominadas: Macrofagos. Os macrofagos fagocitam
as células em apoptose antes do extravasamento do conteudo intracelular. Essa
remocao rapida da célula morrendo evita as consequéncias danosas da necrose

celular.

1.8.2. Niveis de classificacdo da lesao

Os niveis de lesdo medular podem ser divididos em dois grupos principais:

Paraplegia e Tetraplegia.

1. Paraplegia

Define-se por paralisia parcial ou completa do tronco, ou parte dele e
ambos os membros inferiores, podendo ser resultante de lesdo da medula espinal
toracica ou lombar, incluindo raizes sacrais; compreendendo os intervalos: T1-
T12, L1-L5 e Sc1-Sc5 (FIGURA 5).

A paraplegia pode se subdividir em outros dois niveis:

Paraplegia alta: lesdo dos segmentos em um intervalo de T1 até T6.

Paraplegia baixa: lesdo dos segmentos em um intervalo de T7 até T12.

2. Tetraplegia

Define-se pela paralisia parcial ou completa dos quatro membros e tronco,
incluido musculatura responsavel pelo sistema respiratorio e 6rgaos pélvicos.
Sendo resultante da lesdo medular cervical. Atendendo os intervalos de C1 até C7
(FIGURA 5).

A tetraplegia pode se subdividir em outros dois niveis:



18

Tetraplegia alta: lesdo dos segmentos em um intervalo de C1 até Cb.

Tetraplegia baixa: lesdo dos segmentos em um intervalo de C6 até C7.

1.8.3. Choque medular

No momento em que a medula espinal sofre um trauma repentino,
praticamente todas as funcdes medulares, ficam deprimidas até o ponto de
inexisténcia. Tal reacdo € conhecida como Choque medular. Porém, depois de
algumas horas, alguns dias ou semanas de choque medular, 0os neurdnios
medulares podem gradativamente readquirir sua excitabilidade. Essa perece ser
uma caracteristica natural dos neurdnios em todo sistema nervoso. Significa que,
depois de perderem sua estimulacdo de impulsos facilitadores, as células
nervosas aumentam o seu proprio grau de excitabilidade para compensar a perda
(KURITA, et. al., 2005).

Segundo SCIVOLETTO et. al. (2007) em muitos n&o-primatas, a
excitabilidade dos centros medulares retorna ao estado normal em algumas horas
a um dia. Nos seres humanos o retorno é geralmente mais demorado devido sua

complexidade, varias semanas e alguns casos nunca é completo.



19

Niveis da lesdao medular

C4 Cervical
Tetraplegia alta (C1-C7)
Toré&cica
C6
Tetraplegia baixa (T1-T12)
T6
Paraplegia alta
Lombar
(L1-L5)
L1
Paraplegia baixa Sacral
(S1-S5)
Coccigea

FIGURA 5: Classificagcédo da lesdo medular.
(Fonte: www.kenyanparaplegic.org)

1.9 Terapia Celular

O processo inflamatério agudo apos o trauma da medula espinal persiste
em até 48 horas e sdo 0s responsaveis por lesdes secundarias e as vezes mais
graves do que a propria lesédo direta do trauma, sendo a terapia celular nesta fase
uma possibilidade de acdo antiinflamatoria direta e possibilidade de otimizar a
integracao de células pluripotentes na reparacao da lesdo, antes do aparecimento
das cavitacbes parenquimatosas, resultado da degeneracdo neuronal
(CONSTATINI, S.; YOUNG, W., 1994; MANSILIA, A.; et. al., 2006).

As células-tronco adultas séo pluripotentes e encontradas em Varios sitios

do organismo. O sitio mais freqiiente € o sangue da medula éssea, e dentre este a
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medula 6ssea da crista iliaca € a regido preferencial, devido ao facil acesso e
maior volume de sangue. No sangue da medula Ossea existem varios
componentes: o sangue periférico e as ceélulas mononucleares. As células
mononucleares se dividem em duas linhagens: linhagens hematopoiética (1-2%) e
mesenquimal (0,001- 0,01%) (STRAUER B.E., KORNOWSKI R., 2003).

A linhagem hematopoiética apresenta: as células progenitoras
hematopoiéticas e as células progenitoras endoteliais. A linhagem mesenquimal:
apresenta as ceélulas-tronco mesenquimais. As ceélulas-tronco mesenquimais,
também chamadas de estromais, apresentam potencial de diferenciacdo em
diversos tecidos de origem do mesénquima como: 0ssos, cartilagem, adipdcitos,
tenddes e musculos. (KIRSCHSTEIN R., 2001)

Além de todos os resultados experimentais e humanos ja demonstrados, as
células-tronco adultas da medula 6ssea apresentam as seguintes vantagens; facil
obtencéo, origem autéloga, facil expansao in vitro, potencial de diferenciacdo em
multiplas linhagens e sensibilidade elevada a moléculas sinalizadoras especificas.
(THOMPSON R.B. et. al., 2003)

As células precursoras adultas também compartiham no minimo duas
caracteristicas: a auto-renovacdo e a possibilidade de originar vérios tipos
celulares maduros com caracteristicas morfologicas e fungbes especializadas.
Células precursoras adultas sdo raras. Sua funcdo primaria € manter o estado
funcional da célula e, com certas limitacdes, repor células destruidas por leséo ou
doenca. Além disso, estdo dispersas em tecidos maduros internos, atuando de
formas diversas, dependendo de seu local de desenvolvimento (HOFSTETTER et.
al., 2002; HERMANN et. al., 2004).

Uma célula precursora adulta deve ser capaz de originar células
diferenciadas que possuam fenotipos maduros e inteiramente integrados, sendo
capazes de executar fungbes especializadas proprias do tecido. O termo fenétipo
se refere as todas caracteristicas essenciais: morfologia, interagcdes com outras
células e ambientes ndo celulares, proteinas presentes na superficie celular e
comportamento celular (secrecdo, contracdo, transmissdo sinaptica). Esta

capacidade, somada ao conceito da plasticidade, ou seja, a habilidade de
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diferenciar-se em tipos celulares de fenotipos nao relacionados as células em seu
tecido de origem, torna-as candidatas viaveis, para o reparo de um tecido
lesionado.

Descobertas recentes tém demonstrado o potencial clinico destas células,
inclusive no cérebro e medula espinal, e acredita-se no seu potencial regenerativo.
Das células precursoras adultas, tanto as progenitoras hematopoéticas quanto
mesenquimais sdo capazes de promover regeneracdo quando liberadas na
circulagdo. (HOFSTETTER et. al., 2002; PITTENGER M. et. al., 2002; HERMANN
et. al., 2004).

Baseados no principio que, as células-tronco mesenquimais séo
pluripotentes, tendo em sua frag@o celular, precursores de células mesenquimais,
estas seriam capazes de se diferenciar de acordo com o0 meio in vitro, e espera-se
que as células transplantadas por interacao celular tecidual in vivo, sejam capazes
de diferenciarem em células do tecido o qual foi transplantada e regenerar o
tecido, inclusive funcionalmente. (VERFAILIE, 2002).

Ja as células-tronco embrionarias, sdo aquelas isoladas até o quinto dia de
fecundacdo (blastocisto) que, possuem a capacidade de diferenciar-se em
gualquer tipo de tecido do organismo (totipotente), incluindo os tecidos
germinativos e placentarios. Apds este periodo, essas células reduzem a sua
capacidade de replicacdo, mas mantém a sua plasticidade. Quanto mais precoces
sdo as células, maior o potencial proliferativo e de adaptacdo ao tecido
transplantado (BIANCO P., et. al., 2001). No entanto, as pesquisas com essas
células em nosso pais sao objeto de polémica e controvérsias juridicas e
religiosas; ndo havendo até o momento liberacdo para 0 seu uso em pesquisa
quando se trata de células-tronco embrionarias humanas.

Da escolha do animal Experimental: a maior parte das pesquisas que,
apresentou resultados aplicaveis ao ser humano, desenvolveu-se em pequenos
animais e o0s principais estudos analisaram os fendmenos decorrentes da
producdo nestes animais de uma leséao traumatica padronizada. Desta maneira, 0s
tratamentos propostos sdo testados, supostamente, sobre portadores de lesGes

idénticas, o que torna mais confiavel o resultado obtido. De acordo com o0s



22

pesquisadores envolvidos neste tipo de pesquisa admitem que, o melhor animal
para estas experiéncias € o rato; sendo a unica forma de comparar resultados € a
partir de lesdes padronizadas e em grande volume de espécimes. (NOBLE;
WRATHALL, 1985; WRATHALL; PETEGREW; HARVEY, 1985, ENGESSER-
CESAR et. al., 2005).

1.10. Exercicio Fisico

Exercicios fisicos sistematicamente realizados resultam em grande parte
mudancas no organismo. As mudancgas tém o seu lugar ao nivel das estruturas
celulares, dos tecidos, dos o6rgdos e do corpo como um todo. As mudancas
estendem-se desde os processos metabolicos celulares com seus mecanismos
moleculares até a capacidade funcional das estruturas celulares dos 6rgaos e de
seus sistemas. Alteracdes pronunciadas tém sido encontradas em relagcdo aos
mecanismos de controle das fungbes corporais e dos processos metabdlicos,
incluindo os niveis de auto-regulacdo celular, hormonal e neural (KIRKENDALL
D.T.; et al., 2003).

O treinamento fisico induz adaptacéo significativa em uma ampla variedade
de capacidades funcionais relacionadas ao transporte e a utilizacdo do oxigénio,
produz melhoras significativas na capacidade para o controle respiratério no
musculo esquelético. O mauasculo esquelético treinado contém mitocondrias
maiores e mais numerosas, além do aumento da atividade das enzimas
oxidativas. A atividade aumentada das enzimas B-oxidagdo e um melhoramento
generalizado do potencial oxidativo das fibras musculares tornam possivel a maior
utilizacao dos lipideos. (MCARDLE, et. al., 2003; NAKAO, 2000). Segundo FOSS
e cols (2000) estudo realizado no sarcolema por meio de biopsia demonstrou que
pessoas exercitadas tiveram suas quantidades de bombas de Na-K aumentadas
no musculo em comparagdo com individuos nao treinados. KIRKENDALL e cols
(2003) afirmaram que no reticulo sarcoplasmatico (SR) em ratos treinados com

natacdo, identificou-se um aumento do conteudo protéico no muasculo. O SR
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promove o sequestro de fons Ca®" para o mecanismo contratil, reincorporando
esses ions apos a contracdo. A mioglobina tem a propriedade de aumentar a
concentragdo no musculo esquelético no exercicio de resisténcia em ratos,
contribuindo para o aumento da taxa de difusdo de O, no musculo, do citoplasma
para a mitocondria. O treinamento de resisténcia estimula o processo eritropoiético
na medula 6ssea, resultando no aumento dos nimeros de hemoglobinas.

A adaptacdo neural e os efeitos do treinamento estdo relacionados a
formacdo de novos mecanismos nos diversos niveis do Sistema Nervoso Central
(SNC). Essas adaptacOes neurais estdo relacionadas, em parte, com a sintese
protéica adaptativa no tecido nervoso. Em ratos exercitados, a sintese protéica
encontra-se intensificada nos neurdnios, incluindo a sintese de proteinas
mitocondriais, também estd relacionadas com mudancas nas juncdes
neuromusculares, caracterizada pelo aumento da area terminal do nervo pré-
sinaptico e da densidade de vesiculas de acetilcolina e de receptores sinapticos
(KIRKENDALL D.T., et. al., 2003; AAGAARD, P., et. al., 2002).

Recentemente, treinamentos fisicos e locomotores apds lesdo medular
espinal traumatica (LMET) em modelos animais, tem mostrado significantes
melhoras na avaliacdo locomotora, através da escala Basso, Beattie and
Bresnahan (BBB). (ENGESSER-CESAR, C; et. al., 2005)

1.10.1. Lactato

A pratica do exercicio fisico induz diversas adaptacdes bioquimicas,
principalmente no sistema muscular. O exercicio aerébio estimula alteracdes que
beneficiam a aerobiose, aumentando tanto o nimero quanto o tamanho das
mitocondrias (OLIVEIRA, C.A.M.; ROGATTO, G.P.; LUCIANO, E., 2002). Com o
aumento do numero e do tamanho das mitocondrias, ha uma melhor eficiéncia da
captacdo dos elétrons hidrogénio (H*) sendo arrancados do substrato da Glicolise
aerdbia e carreados pelo (nicotinamida adenina dinucleotidio) NADH (reduzido),

que € uma coenzima NAD*(oxidado), transportando atomos de hidrogénio. O
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hidrogénio é oxidado aproximadamente no mesmo ritmo com que é disponibilizado
(MCARDLE, W. D.; et al., 2003).

Quando este ritmo estavel ndo acontece, ou seja, as demandas energéticas
ultrapassam tanto o suprimento de oxigénio quanto seu ritmo de utilizacdo, a
cadeia respiratOria ndo consegue processar a demanda de hidrogénio ligado ao
NADH. Por tanto & medida que os ions H' ndo-oxidados “em excesso” se
combinam temporariamente aos pares com o0 piruvato formam Lactato,
caracterizando o sistema chamado Glicolise anaerébia (GOBATTO, C.A. et al.,
2001; FOSS et. al., 2000; GUYTON, 2006).

Porém, estudos demonstraram gque mesmo com exercicios utilizando cargas
moderadas (50 — 75% do VO2 max.), isso significa concentracdo intracelular
adequada de oxigénio, ocorre acumulo de lactato tanto muscular quanto
sangiineo (BROOKS, 1985; CAMPBELL et. al., 1989). Com isso PINNINTON e
DAWSON (2001), afirmam que a andlise do lactato sanglinea € comumente
usada por cientistas do esporte para adquirir informacdes sobre as respostas

metabodlicas em varias intensidades de exercicios.

1.11. Terapia Celular e Exercicio Fisico

Um dos interesses atuais na biologia molecular enfoca a maneira pela qual a
atividade fisica pode em curto prazo e crbnica, atuar e interagir de forma a induzir
adaptacdes estruturais e funcionais que, aprimoram e produzem resultados de
saude desejaveis.

Estudos multicéntricos vém demonstrando em modelos animais, resultados
promissores no trabalho combinado da terapia celular e exercicios fisicos para
melhoria das condi¢cdes clinicas da lesdo medular espinal. DUPONT -
VERSTEEGDEN e cols (2000) demonstrou em ratos com lesdo medular, que ha
um melhor resultado na terapia celular combinado com exercicios fisicos em
relacdo a restauracdo de zonas musculares, analisando niameros de miofibrilas

musculares e células satélites ativas.
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Durante os ultimos 25 anos, o exercicio obteve aceitacdo generalizada
como parte integral dos programas de reabilitacdo assistencial e de manutencao
de saude para uma lista cada vez maior de doencas cronicas e de condi¢gBes de
incapacidade (MCARDLE W. D.; et al., 2003).

Baseado nos beneficios do exercicio fisico BASSO e cols (2004)
demonstraram em ratos com lesdo medular espinal parcial ao nivel da oitava
vértebra toracica (T8), que o exercicio aumenta os fatores de crescimento neural,
fatores neurotroficos: neurotrofina-3 (NT-3) e o fator neurotréfico cerebral (BNDF).
Esses fatores sdo moléculas protéicas capazes de induzir o crescimento das
células neurais, sendo encontrados nos neurfnios motores e sensoriais e na
musculatura estriada esquelética, sendo importante para contribuicdo da Sinapse I
para a Sinapse plastica através da modulagdo dos neurotransmissores.
(BACKELANDT et. al., 1994; MELLONI et. al., 1994; WANG et. al., 1995).

Estudos realizados por HAWKE (2005) e CREWS (2004) mostram que o
exercicio fisico aumenta a producdo dos fatores de crescimento neural que por
sua vez estimula a neurogénise.

Com essas afirmacdes, a hipotese deste estudo € que a terapia celular
auxiliada pelos exercicios fisicos podera apresentar resultados promissores na

regeneracao neuronal no Trauma da Medula Espinal.
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Objetivos

Objetivo geral

Analisar os efeitos do treinamento fisico versus sedentarismo no
resultado da terapia intratecal de células-tronco derivadas da
medula Ossea adulta; fragdo mononuclear adulta no trauma da

medula espinal fase aguda.

Objetivos especificos

Avaliar os efeitos funcionais por meio da Escala Funcional Basso,
Beatie and Bresnahan (B.B.B.).

Verificar os efeitos da associacdo do treinamento fisico e terapia
celular com o auxilio das analises de concentracdo de lactato
sanguineo.

Correlacionar os achados dos efeitos funcionais com o0s

histopatologicos.



2. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados seguindo as normas e principios éticos

do Colégio Brasileiro de Experimentacédo Animal (COBEA).

2.1. Animais (Casuistica)

Todos os protocolos envolvendo animais foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Setor de Ciéncias Biolégicas da
UFPR (processo: 23075.047723/2007-89). Foram utilizados 70 ratos machos
adultos da linhagem Wistar de 90 dias de idade, com peso médio 250 gramas (+
50g.), com ciclo circadiano invertido (claro/escuro) de 12 horas, (7h00 — 19h00), a
temperatura média do Biotério era de 24°C. (x 1°), alimentagéo e agua ad libitum.
Seis experimentos foram realizados com duracdo de sete semanas: lesdo medular
espinal traumética, transplante das células derivadas da medula 6ssea (fracdo

mononuclear) e seis semanas de treinamento fisico.

2.2. Design Experimental

Dos 70 animais utilizados para o estudo, onde 48 terminaram o periodo de
48 dias da pesquisa, 18 foram excluidos por complicacdes como: infeccbes
generalizadas, obstrucdo das vias urinarias e autofagia. E mais quatro animais
foram excluidos devido a avaliacdo funcional 48 horas apds a LMET ficar acima do
escore 08 (ver item 2.9.), totalizando 22 animais na perda da amostra. Os 48
animais que passaram pela LMET, dois dias depois passaram pelo transplante
das células mononucleares derivadas da medula O0ssea, onde a metade (24
animais) recebeu realmente células e o restante (24 animais) recebeu apenas
injecdo de meio de cultura (placebo). Dois dias apds o transplante celular os
animais foram selecionados randomicamente para o exercicio fisico. Formando
guatro grupos de estudo (TABELA 1).
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Divisdo n

Sedentéario com Meio (Sm) 12
Sedentario com células-tronco (Sct) 12
Treinado com meio (Tm) 12
Treinado com células-tronco (Tct) 12
Perda de amostra 22

TABELA 1: Divisdo dos Grupos.

Desenho experimental

LMET

A\ 4

A

48 horas

Y

Transplante

A

48 horas

A 4

Exercicio Fisico
(inicio)

L actato sangiiineo [*

Apo6s adaptacéo

Avaliacdo Funcional BBB

A 4

Cada 48 horas

06 semanas

A\ 4

Y

A

L actato sanguliineo

Exercicio Fisico
(Final)

A 4

Avaliacdo Funcional BBB

Y

Eutanasia

A\ 4

FIGURA 6: Organograma do Design Experimental.
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A seqguir serdo descritos detalhadamente todos o0s procedimentos
demonstrados no Design Experimental.

2.3. Lesdo medular

Para a lesdo da medula espinal, os animais foram anestesiados com
Xilasina e Ketamina intraperitoneal (10 mg/kg e 50 mg/Kg respectivamente). Uma
vez confirmada o efeito da anestesia, por meio da auséncia de resposta motora do
animal, foram seguidos os procedimentos de acordo com as normas do MASCIS
(Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study) (VIALLE, 1999; VIALLE, 2001;
YOUNG, 2002).

Os animais foram submetidos a tricotomia e anti-sepsia com solucdo de
polivinilpirrolidona-iodo (PVPI - Presist®). Procedeu-se, entdo, a incisdo de
aproximadamente 5cm de pele e subcutaneo sob a linha média da regido dorsal,
tendo como referéncia os processos espinhosos da oitava a décima terceira
vértebra toracica (foi valido o conhecimento de que ratos da linhagem Wistar
possuem 13 vértebras toracicas), a seguir procedeu-se o afastamento subperiostal
da musculatura paravertebral. Apds essa exposi¢do, a laminectomia foi realizada
ao nivel da nona e da décima vértebra toracica (T9 e T10), tais vértebras
identificadas por contagem dos arcos costais, e 0s elementos como: processos
espinhosos; processos articulares e as laminas vertebrais foram removidos sem
lesdo do saco dural, com o uso de um minisacabocado (KING, et. al. 2006;
VIALLE, 2002).

Segundo VIALLE, (2005) a exposicdo da medula deve ser ampla o
suficiente para permitir que a lesdo medular ocorra pelo contato direto da haste
impactora com o tecido nervoso, pois 0 contato com tecido 6sseo reduzird a
intensidade do impacto e consequentemente inviabilizara a inclusdo do animal do
estudo, como mostra a FIGURA 7.

A lesdo medular espinal foi provocada por impaccéo, através da queda de
uma haste de 10g de peso com 25mm de altura em uma area seccional de 2mmz2,
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com o auxilio de um aparelho Impactor New York University (INYU) acoplados em
um computador com um software especifico que analisa as variaveis do trauma,
como: velocidade da queda da haste, 0 momento do impacto e principalmente, a
compressao sofrida pela medula € monitorada e expresso sob a forma de graficos.
O resultado desse grafico determina se a lesdo ocorreu dentro dos parametros
exigidos para que o animal possa ser incluido no estudo. Este método permite
produzir e reproduzir lesdes medulares traumaticas de igual intensidade
padronizando a lesdo quanto a perda neuronal e o dano da substancia branca.
(HUANG et. al., 2007; HULSEBOSCH, 2002; METZ et. al., 2000).

FIGURA 7: Aspecto da medula pos - laminectomia em T10

2.3.1. Posicionamento do animal no INYU

Para a reproducédo do trauma da medula espinal, € necessario que o animal
esteja preso ao aparelho INYU. Apds o posicionamento correto do animal no
centro do aparelho, duas garras metdlicas sédo fixadas manualmente sobre os
processos espinhosos e na musculatura paravertebral acima e abaixo da
exposicao cirdrgica, e apertadas por meio de uma rosca, para que ndo haja risco

de deslocamento do animal. Como mostra a FIGURA 8.
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FIGURA 8 Posmonamento do animal no INYU.
(Fonte: Vialle, 2005)

2.3.2. Funcionamento do INYU

Com este aparelho, é possivel adquirir dados como a velocidade de queda
da haste impactora, 0 momento do impacto e principalmente a compressao sofrida
pela medula sdo monitorados com a preciséo, por meio de potenciémetros opticos
digitais.

A velocidade do impacto da haste contra a medula é estimada pela trajetoria
desta durante o periodo de dois milésimos de segundo que antecede o impacto.
Os movimentos relativos da haste e da coluna vertebral do animal fornecem o
afundamento maximo da haste na medula espinal e o tempo de compressao.

O software do INYU gera um grafico de curvas do impactor (Graph impact
curves), que mostram os dados referentes a lesao.

- Curva de impacto (| ): representa a altura da cabeca impactora.

- Curva de deslocamento da coluna vertebral (V): representa o desvio

6sseo medido pelo fio detector de movimento vertebral.

- Curva da Superficie Medular (CS): representa o desvio da superficie
medular, é derivada das curvas | e V, pela subtracédo de V de | a partir do
ponto de impacto.

Estas curvas estdo representadas nas FIGURAS 9 e 10. Na FIGURA 9 as

linhas que representam estes dados sao:
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- Em vermelho: a posicdo da haste impactora durante a sua queda,
partindo de 25 mm; a linha preta € a representagcéo da velocidade.

- Em preto, partindo de zero, a linha ondulada mostra a velocidade da
gueda, crescente até o ponto de impacto e a linha pontilhada representa a
linha de base.

- Em azul, a linha continua identifica o ponto de impacto.

- Em vermelho, a linha vertical representa a haste impactadora.

- Em verde, a curva V, representa o deslocamento da vértebra apos o
impacto.

- Em azul, a curva CS, representa a deformidade pela medula.

A partir do ponto de impacto, o grafico pode ser ampliado para destacar

melhor as curvas V e CS, representada na FIGURA 10.
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FIGURA 9: Grafico que representa as curvas produzidas pelo impacto.
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FIGURA 10: Grafico ampliado que destaca, a partir do ponto de impacto, as
curvas V e CS.

2.3.3. Parametros de Célculo

Valores padronizados de lesdo com o INYU

Variavel Altura (mm) Velocidade (m/seg.) Tempo (m/seg.)
Expectativa 25.000 -0.700 71.392
Verdadeiro 25.211 -0.700 76.576

Erro 0.211 0.000 5.184

Erro (%) 0.8 0.0 7.261

Tabela 2: Parametros de célculo analisado pelo INYU para padronizacao
da leséo medular.
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Onde a “Expectativa” mostra o padrdo das variaveis (Altura, Velocidade e
Tempo) que deverdo ser atingidos. O item “Verdadeiro” mostra os resultados
adquiridos na lesdo que foi realizada. O item “Erro” calcula a diferenca entre
“Expectativa” menos o item “Verdadeiro”, (Expectativa — Verdadeiro). E por ultimo
o item “Erro (%)” calcula a diferenca entre “Expectativa” menos o item “Verdadeiro”

em percentual.

2.3.4. Cuidados no pés-operatorio do Trauma da Medular espinal

Experimental

Os animais foram acondicionados aos pares em gaiolas que continham
alimento e agua de facil acesso. Devido a paralisia dos membros posteriores, 0s
cuidados pos-operatorios incluiram a inspecdo da ferida e expressédo vesical a
cada oito horas, pelo método de Credé, que consiste de uma massagem sobre a
bexiga do animal para retirada de urina, sendo facilmente palpavel quando
distendida, no entanto conforme se deu a evolucéo positiva dos animais passou-
se fazer esse procedimento a cada 24 horas. Para a incluséo no estudo, 48 horas
apos a (LMET), os animais foram avaliados por meio da Escala Funcional B.B.B.,
com o0 objetivo de confirmar a lesdo medular deflagrada pelo INYU. Os animais
qgue receberam escore menor ou igual ao 08 (< 08) foram incluidos no estudo para
passarem a etapa seguinte.

O item 08 na escala funcional é a sustentacdo plantar da pata com peso
suporte em postura (quando parado) ou ocasional, freqiente, ou consistente
suporte de peso na passada dorsal e nenhum apoio nas passadas plantares,

movimentos suaves sem suportar o peso do corpo.
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2.4. Obtencéo das células da medula 6ssea: fracdo mononuclear

2.4.1. Puncdao-aspiracao da Medula

Para a coleta de material da medula 6ssea para o isolamento das células
derivadas da medula 6ssea, foi realizada puncdo-aspiracdo da medula éssea da
crista iliaca posterior da pelve, descrita a seguir.

Os ratos foram anestesiados com administracdo intramuscular de ketamina
(50mg/kg) e xilasina (10mg/kg), colocados na posicdo em decubito lateral, com o
membro inferior em flexdo. A assepsia do local a ser puncionado foi realizada com
polivinilpirrolidona-iodo (PVPI - Presist®). As puncdes-aspiracdo da medula 6ssea
foram realizadas, por seringas descartaveis (BD-Plastipak®) de 5 mL contendo
heparina (liqguemine 5.000 Ul/ml) com uma agulha 25x8 21G1 (BD-Precision
Glide®). Uma pequena quantidade de sangue da medula 6ssea (1-2 ml) foi
aspirada e sendo processada imediatamente. Todos os procedimentos foram

realizados em condicdes assépticas.

2.4.2. Isolamento da fragdo mononuclear

O material coletado de cada animal foi colocado em tubo estéril de
centrifuga de plastico de 15 ml. Logo apés, completado este tubo até 12 ml, com
meio de cultura: Meio Dulbecco Modificado por Iscove (MDMI), em solugéo
tampdao com 1% e antibidtico (penicilina e streptomicina) e homogeneizado.

Seguiu-se a separacao por gradiente de densidade em centrifuga (Ficoll-
Hypaque, d= 1,077g/m?, Sigma, St. Louis, MO) e submetido & 1400 rotacéo por
minuto (rpm) durante 40 minutos a 22°C. Logo apés, o tubo é levado ao fluxo
laminar novamente, e retirado o anel esbranquicado formado entre 0 meio e a
solucéo gradiente.

E neste anel, onde se encontram as células-mononucleares. Procedeu-se

outra centrifugacéo por 1500rpm por 10 minutos a 22°C.
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Retirado da centrifuga o tubo, sendo o sobrenadante descartado, ficando as
células mononucleares em um precipitado no fundo do frasco (pélete).
ApOs esta fase, procedeu-se a contagem das células.

2.4.3. ldentificacdo das células mononucleares

Amostras de células sao analisadas por imuno-fenotipagem através de anti-
corpos: anti-CD34 (anti-CD34-APC [clone 58]) e anti-CD45 (PE-Cy5 [clone OX-1])
com o auxilio de citometria de fluxo. (FACScalibur, Becton and Dickson-USA).

2.4.4. Quantificacdo das células

Para administracdo de células, foram realizadas as quantificacbes por
contagem das células vidveis em camara de NEUBAUER (hemocitdmetro) com o

auxilio do azul de Trypan.

2.5. Transplante das células mononucleares

O transplante celular foi realizado & céu aberto:

- Os ratos foram anestesiados como previamente estabelecido;

- Ratos previamente, submetidos a laminectomias e exposicdo da dura-
méter; (FIGURA 11).

- As células foram injetadas no espaco subaracnoideo intra-tecal (FIGURA
11), em uma concentracdo celular de 10° a 10° de células: CD45%/CD34 (89.4%,
0.41%) em um volume de 15uL, com auxilio da seringa de Hamilton (1701 Lt,
Hamilton Bonaduz AG). Obs: as células foram diluidas em uma solucdo de
albumina a 3% (ROUSSOS, 2005).

- Fechamento dos planos cirargicos;
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- A partir do pos-operatério imediato os animais receberam medicacdo
analgésica: paracetamol 50 mg/ Kg de peso dia.
OBS: Todo o procedimento e técnicas utilizadas foram realizados em “duplo
cego”.
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FIGURA 11: Estrutura medular.
(Fonte: www.colegiosaofrancisco.com.br/alfa)

2.6. Adaptacédo ao meio liquido

Os animais foram escolhidos aleatoriamente para participar do
Treinamento. Os Treinamentos Fisicos foram feitos, sendo a natacdo, como
opcao; utilizando um aquério de 80 centimetros de largura por 40 centimetros de
comprimento e 50 centimetros de altura. Tal aquario é subdividido em dois
compartimentos para que 0s animais treinassem separadamente.

A temperatura da agua se manteve em 30 + 1°C, sendo que, todos os ratos
do grupo do treinamento fisico passaram obrigatoriamente por um periodo de
adaptacdo ao meio liquido, consistindo em manutencdo dos animais 10 minutos
diarios durante trés dias. No primeiro dia, os animais foram adaptados por 10
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minutos em uma coluna d’agua de 20 centimetros, no segundo dia passaram por
uma adaptacdo com a mesma duracdo de tempo, porém com 30 centimetros de
altura da coluna d’dgua e finalmente no ultimo dia se mantiveram por mesmo
periodo de tempo com 40 centimetros d’agua. Esta etapa proporcionou ao animal
a adaptacdo ao ambiente, levando-se em conta que o0s animais que foram
incluidos no estudo apresentam limitacdes motoras acentuadas devido ao trauma

medular desenvolvida por meio do INYU.

2.7. Treinamento Fisico

O treinamento fisico propriamente dito apdés adaptacdo, consistiu em 60
minutos diarios, 06 vezes por semana, durante 06 semanas, totalizando 36 dias de
exercicios fisicos.

Na primeira semana do treinamento, oS animais passaram todo esse
periodo sem sobrecarga. Essa sobrecarga tem como objetivo estimular os animais
se movimentarem, ja que a tendéncia dos ratos apés uma boa adaptacédo ao meio
liquido é a flutuacéo, esse objeto é constituido com chumbo como peso e preso ao
térax do animal. Na segunda semana os ratos foram submetidos ao treinamento
com 1% do peso corporal, ou seja: 60 minutos com uma sobrecarga em média de
3,0 g. £0,5g; dando sequéncia aos treinamentos, na terceira semana 0S animais
foram treinados com 2% do peso corporal: 60 minutos com sobrecarga de 6,0g.
10,5g. e nas ultimas trés semanas de treinamento os ratos foram exercitados com
3% do peso corporal: 60 minutos com sobrecarga de 9g. £0,5g. (KREGEL, KC. et.
al., 2006; YALCIN, O. et. al., 2000) (Anexo 2).

Estudos em fisiologia do exercicio tém utilizado animais para simular com
mais exatiddo as condi¢des de beneficios fisicos frequentemente observadas em
humanos. Ressaltando que, a natacdo tem sido muito empregada, pois é uma
habilidade inata aos ratos e os estudos realizados utilizando esse modelo revelam
a ocorréncia de adaptacoes ao treinamento fisico semelhante aquelas observadas
em humanos (GOBATTO et al, 2001) .
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2.8. Analise da concentracdo do lactato sanguineo

ApoOs adaptacdo dos animais, estes fizeram um teste de 10 minutos sem
percentual de carga para determinar a concentracao de lactato sanguineo apds o
teste, completando 6 semanas de treinamento, foram realizados novos testes com
0 objetivo de caracterizagdo da amostra dos animais treinados.

A analise do lactato foi feita com o analisador portatil da marca Accutrend®,
e para tal € extraido 25 uL de sangue da cauda do animal no momento da
finalizacdo dos 10 minutos, sendo cada animal imediatamente secado apés o
término do teste.

A coluna de agua para o ultimo dia de adaptacado, para o teste e para o
treinamento propriamente dito se manteve em 40 centimetros, o suficiente para
que os ratos ndo se apoiarem com a calda no fundo do aquério (CONTARTEZE,
R.V.L., 2006; HARRI, KUUSELA, 1986).

2.9. Escalafuncional (BBB)

ApoOs a contusdo da medula espinal, os animais foram submetidos a analise
produzida através do exame fisico pelo escore BBB. Este escore BBB é uma
padronizacao internacional para o estudo da lesdo medular através de parametros
clinicos permitindo que se tenha certeza que a paralisia foi obtida e ndo houve
recuperagcdo motora neste prazo. Foram considerados quatro momentos
determinantes: Momento I: antes do trauma; Momento Il: 48 horas ap0s o trauma,
antes da Terapia Celular; Momento Ill: 48 horas depois da Terapia Celular e
Momento IV: 48 dias ap6s a terapia celular e treinamento fisico (BASSO, D.M.;
BEATTIE, M.S.; BRESNAHAN, J.C.; 1995). No entanto, os animas foram
acompanhados durante todos os 48 dias da pesquisa, passando por frequentes
avaliacOes a cada 48 horas, com objetivo de controle de sua evolugdo motora.

Este indice é determinado por avaliagdo de dois observadores apos 4

minutos de inspecdo do rato. A observacdo motora foi de acordo com estudos
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randomizados, onde os observadores nao tiveram ciéncia para qual o tipo de
terapia foi utilizada. 21 comportamentos envolvendo tronco, cauda e membros

posteriores sdo anotados:

Avaliacdo Funcional Escala Basso, Beatie and Bresnahan (B.B.B.)

A escala BBB observa os movimentos da articulacdo do quadril, joelho,
tornozelo, posicao do tronco, rabo e patas traseiras. A partir destas observacoes,
foram atribuidos pontos de zero a 21, sendo zero o correspondente a auséncia
total de movimentos e 21 a presenca de movimentos normais.

0 - ndo observacédo de movimento nos membros posteriores (MP).

1 - suave movimento de uma ou duas articulagdes, normalmente o quadril e/ou
joelho.

2 - extenso movimento de uma articulacdo ou extenso movimento de uma
articulagao e suave movimento de uma outra articulagao.

3 - extenso movimento de duas articulagbes do MP.

4 - suave movimento de mais de trés articulagcbes MP.

5 - suave movimento de duas articulagdes e extenso movimento de uma terceira.

6 - extenso movimento de duas articulagdes e suave movimento de uma terceira
ou extenso movimento em todas as trés articulagdes do MP.

7 - largo movimento com nenhum peso de suporte ou colocacéo plantar da pata
com nenhum peso de suporte.

8 - sustentacédo plantar da pata com peso suporte em postura (quando parado) ou
ocasional, frequiente, ou consistente suporte de peso na passada dorsal e nenhum
apoio na passada plantar, movimentos suaves sem suportar o peso do corpo.

9 - ocasional suporte de peso na passada plantar, nenhum MA-MP coordenacéo.
10 - frequéncia constante do suporte de peso na passada plantar, nenhuma MA-
MP coordenacao.

11- frequéncia constante do suporte de peso na passada plantar e ocasional MA
(movimento anterior) de coordenacéo.

12- frequéncia constante do suporte de peso na passada plantar e freqiente MA-
MP de coordenacéao.
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13 - constante suporte de peso na passada plantar, constante MS-MP de
coordenacao;

14 - constante passada plantar e constante MA-MP com coordenacdo e
predominéancia da posicdo das patas em rotacdo (interna ou externa) quando
comeca 0 contato inicial com a superficie antes mesmo de levantar no fim da
postura ou frequente passada plantar, constante MA-MP com coordenacéo e
ocasional passada dorsal.

15 — constante passada plantar e constante MA-MP coordenados; e nenhum
movimento dos dedos dos pés ou ocasional movimento dos dedos dos pés
durante o avanco do membro seguinte. Predominante posi¢cao da pata, paralela ao
COrpo no contato inicial.

16 — constante passada plantar e constante coordenacdo MA-MP durante o andar;
e dedos dos pés livres ocorrem freqientemente durante o avancar dos membros
dianteiros, predominantemente a posicdo das patas estdo em paralelo no contato
inicial e rodado ao se levantar.

17- constante passada plantar e constante coordenacdo MA-MP durante o andar;
e o0s dedos dos pés livres ocorrem frequentemente durante o avancar dos
membros dianteiros, a posicdo das patas estando paralelas no contato e ao
levantar-se.

18- constante passada plantar e constante coordenacdo MA-MP durante o andar,
os dedos dos pés livres ocorrem constantemente durante o avancar dos membros
dianteiros predominantemente a posicdo das patas estdo paralelas no contato
inicial e rodada ao levantar-se.

19- constante passada plantar e constante coordenacdo MA-MP durante o andar,
os dedos dos pés livres ocorrem constantemente durante o avancar dos membros
dianteiros predominantemente a posicdo das patas estdo paralelas no contato
inicial e ao levantar-se; o rabo mantém-se para baixo o tempo ou apenas parte
dele.

20- constante passada plantar e constante coordenacdo ao andar, constante
movimento livres dos dedos dos pés; predominantemente posicdes das patas
estdo paralelas no contato inicial e ao levantar-se; instabilidade do tronco; rabo

constantemente para cima.
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21- constante passada plantar e andar coordenado, constante movimentos livres
dos pés, posicdo das patas predominantemente paralelas durante a postura,
constante estabilidade de tronco, rabo constantemente para cima.

2.10. Procedimento de Eutandsia e remoc¢do da medula espinhal

Os animais foram submetidos a eutanasia, onde receberam a dose letal
(DL50) (148 mg/kg) do anestésico Xilasina (REBUELTO, 2002).

Para remocao de medula espinhal, foram administrados via inciséo, sobre o
atrio esquerdo, 300 ml de solucéo de formalina 10% tamponada (pH 6.8, com 4,5
g/L de fosfato monobasico de sddio e 6,5g/L de fosfato dibasico de sdédio),
permitindo melhores condic¢des teciduais para o estudo histopatolégico.

ApGs a fixagdo da substancia, a estrutura vertebral foi retirada, devidamente
identificada e estocada em frascos individuais, contendo a mesma solugéo

tamponada, permanecendo submersos até o estudo histopatoldgico.

2.11. Preparo e a avaliagdo Histopatologica

O preparo das laminas e sua interpretacdo seguem as padronizacdes de
acordo com VIALLE (2005) e VIALLE (2001). Primeiramente, a estrutura vertebral,
submersa em solugdo tampao, passa por um processo de dissecacdo para
retirada da medula espinal.

O material obtido foi fixado em solucdo tamponada de formaldeido 10%, os
espécimes foram entdo submetidos a um processador automatico de tecidos com
incluséo de parafina, seguindo por cortes de 5 micrometros de intervalo a partir da
zona central da medula. De cada espécime, cinco regides foram observadas
(FIGURA 12):
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FIGURA 12: Desenho, mostrando é&reas selecionadas para estudos
histopatoldgicos, foto mostra medula apés dissecacao da coluna vertebral.

Apés a devida identificacdo, os cortes foram corados pelos métodos de
Hematoxilina-eosina (H&E) e combinado com Cresil-violeta para neurdnios.
Em cada area descrita foram observados os critérios de lesdo da medula espinal
estabelecidos previamente na literatura (BLACK et. al., 1986; FILKENSTEIN et.
al., 1990).



2.12. Tratamento estatistico

Para todas as analises dos resultados, foi usado o pacote estatistico
Statistica 6.0 for Windows.

Para andlise da Avaliacdo Funcional da Escala Basso, Beatie e Bresnahan
(B.B.B.), foi utilizado o teste ndo paramétrico de kruskal-Wallis, com post-hoc de U
de Mann-Whitney e posteriormente para corregcéo do p valor, foi utilizado o teste
de Bonferroni.

Para anadlise de lactato sangtiineo, foi utilizado o teste “t” dependente para
analise pré e pods treinamento, e teste “t” independente para comparar 0S

momentos (inicio, final e diferenca) entre os dois grupos treinados fisicamente.



3. RESULTADOS

Para todas as analises dos resultados, foi usado o pacote estatistico
Statistica 6.0 for Windows.

3.1. Resultado dos parametros da lesao

Na (TABELA 3), analisou-se média e desvio padrdo dos 48 animais, em
trés variaveis: altura (mm), velocidade (m/seg) e tempo (ms), com o objetivo de
padronizar as lesGes, aproximando-se dos valores pré-determinados na (TABELA
2). O erro € aceitavel dentro das seguintes medidas: altura até 0,5 milimetros;

velocidade até 0,035 metros por segundo e tempo até 5 milisegundos.

Valores dalesdo do INYU

Altura (mm) Velocidade (m/seg) Tempo (ms)

Média +dp Média +dp média *+dp

Verdadeiro (n=48) 24,947 £0,245 -0,677 + 0,008 69,744 +2,838
Erro -0,042 0,246 0,024 +0,008 -1,648 +2,838
Erro (%) 0,8 +0,6 3,4 +1,2 4,131 +191

TABELA 3: Representa média e desvio padréo, dos 48 animais lesionados através
do INYU, que foram incluidos no estudo.

3.2. Resultado da escala funcional (BBB)

Na escala funcional (BBB) representada na (TABELA 4,5 e 6), analisou-se a
meédia, desvio padréo, escala minima e escala maxima dentro dos quatro grupos;
em trés momentos: inicio, final e diferenca (final — inicial). O primeiro grupo (N=12)
foi denominado: Sedentario com meio (grupo que néo recebeu terapia celular com
células-tronco e ndo foi estimulado com exercicio fisico); o segundo grupo (N=12)
foi denominado: Sedentario com célula (grupo que recebeu terapia celular com
células-tronco, mas nao foi estimulado com exercicio fisico); o terceiro grupo

(N=12) foi denominado: Treinado com meio (grupo que ndo recebeu terapia
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celular com células-tronco, mas foi estimulado com exercicio fisico) e o quarto
grupo (N=12) foi denominado: Treinado com célula (grupo que recebeu terapia
celular com células-tronco e foi estimulado com exercicio fisico).

No primeiro momento o inicio (TABELA 4), ndo apresentou diferenca
estatistica entre os quatro grupos. Isso significa que 0s quatro grupos apos 48
horas da lesdao medula, n&o foram considerados diferentes de modo
estatisticamente significativo (p=0,3326). Ja no segundo momento o final (TABELA
5), apresentou apés 48 dias de acompanhamento, diferenca estatistica entre os
grupos (p=0,0027). No ultimo momento a diferenca (TABELA 6), mostrou-se
estatisticamente significativa (p=0,0007). Analise foi feita com o teste néo
paramétrico de Kruskal-Wallis.

Para determinar as diferencas entre os grupos em cada momento, foi feito o
post-hoc teste U de Mann-Whitney e posteriormente foi aplicado o teste de
correcdo de Bonferroni que determinou o nivel do “p” valor (p < 0,008). No primeiro
momento ndo houve diferengca estatisticamente significativa. J& no segundo
momento, houve diferenca estatistica significativa do grupo Treinado com célula
em relacdo aos grupos que nao participaram do treinamento fisico: Treinado com
célula vs Sedentario com meio (p=0,0004) e Treinado com célula vs Sedentério
com célula (p=0,0045). Porém as maiores diferencas estatisticas foram
encontradas no grupo Treinado com célula em relacdo aos demais grupos no
altimo momento. Onde mostrou-se diferente estatisticamente significativo entre:
Treinado com célula vs Sedentario com meio (p=0,0000); Treinado com célula vs
Sedentario com célula (p=0,0003) e Treinado com célula vs Treinado com meio
(p=0,0003).

Avaliacdo Funcional B.B.B. (inicio).

Inicio
Grupos Média +dp Min. Max.
(a) Sedentario com meio 3,33 +2,81 0 7
(b) Sedentéario com célula 1,75 + 2,67 0 7
(c) Treinado com meio 2,00 +2,37 0 6
(d) Treinado com célula 1,67 +2,23 0 6
Valor de P 0,3326

TABELA 4: Valores referentes a Avaliagdo Funcional Escala Basso, Beatie e
Bresnahan (B.B.B.) no inicio.
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Avaliacdo Funcional B.B.B. (final).

Final
Grupos Média +dp  Min. Max.
(a) Sedentario com meio 11,42 ° +3,60 7 18
(b) Sedentario com célula 11,75 ¢ +433 6 20
(c) Treinado com meio 13,25 + 2,99 9 20
(d) Treinado com célula 17,172 +301 11 20
Valor de P 0,0027*

TABELA 5: Valores referentes a Avaliacdo Funcional Escala Basso, Beatie e

Bresnahan (B.B.B.) no final.
- a;b;c e d: representa valores diferente estatisticamente significativos. (p< 0,008)

- x representa valores diferentes estatisticamente significativos. (p< 0,008)

Avaliacdo Funcional B.B.B. (diferenca).

Diferenca
Grupos Média +dp  Min. Max.
(a) Sedentario com meio 8,08 ¢ +340 1 12
(b) Sedentario com célula 10,00 ¢ +3,16 6 14
(c) Treinado com meio 11,25%  +218 9 16
(d) Treinado com célula 15,752P¢ +267 11 19
Valor de P 0,0007*

TABELA 6: Valores referentes a Avaliagdo Funcional Escala Basso, Beatie e

Bresnahan (B.B.B.) na diferenca (final — inicio).
- a;b;c e d: representa valores diferente estatisticamente significativos. (p< 0,008)

- representa valores diferentes estatisticamente significativos. (p< 0,008)

Na (TABELA 7), analisou-se a diferenca (final — inicial) em percentual e ndo

em nameros absolutos como na (TABELA 6).

Avaliacdo Funcional B.B.B. (diferenca) em percentual.

Grupos Inicio Final Diferenca (%)
Sedentario com meio 3,33 11,42 243 %
Sedentario com célula 1,75 11,75 571 %
Treinado com meio 2,00 13,25 563 %
Treinado com célula 1,67 17,17 930 %*

TABELA 7: Valores referentes a diferenca em percentual da Avaliacdo
Funcional Escala B.B.B.

- * representa valores diferentes estatisticamente significativos. (p< 0,008)
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3.2.1. Gréafico Comparativo da Escala BBB inicial

Grafico dos Inicios
10 - - - - - -

Escala BBB
w

S o Média

— +DP

inicio Sm inicio Tm I il,QG*DP

inicio Sct inicio Tct

GRAFICO 1: Média e desvio padrédo da primeira avaliacdo da escala BBB para os
quatro grupos: “Sm”, sedentarios com meio (sem células-tronco); “Sct”,
sedentarios com células-tronco; “Tm”, treinados com meio (sem células-tronco) e
“Tct”, treinados com células-tronco.



3.2.2. Grafico Comparativo da Escala BBB Final
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O Média
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GRAFICO 2: Média e desvio padrdo da Ultima avaliacido da escala BBB para os
quatro grupos: “Sm”, sedentarios com meio (sem células-tronco); “Sct”,
sedentarios com células-tronco; “Tm”, treinados com meio (sem células-tronco) e

“Tct”, treinados com células-tronco.
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3.2.3. Grafico Comparativo da Escala BBB diferenca (inicio vs final)
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GRAFICO 3: Média e desvio padrdo da diferenca (FINAL — INICIO), avaliacdo da
escala BBB para os quatro grupos (escala inicial menos a escala final): “Sm”,
sedentarios com meio (sem células-tronco); “Sct”, sedentarios com células-tronco;
“Tm”, treinados com meio (sem células-tronco) e “Tct”, treinados com células-
tronco.
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3.3. Resultado da concentracao do lactato

Na andlise de lactato sangiiineo é representada na (TABELA 8); analisou-se
a média e desvio padrdao dentro dos dois grupos que passaram pelo periodo de
seis semanas de treinamento: Treinado com meio e Treinado com célula; em dois
momentos distintos: inicio e final. Analisou-se também, os dois momentos em
relacdo aos dois grupos.

Na (Tabela 8), mostrou que houve diferenca estatistica significativa do
momento inicio para final em ambos os grupos. O grupo Treinado com meio
(p=0,0054) e o grupo Treinado com célula (p=0,0004). Andlise feita com o teste T
dependente para comparar o pré e o pos dos dois grupos. Porém, mostrou que
nao houve diferenca estatisticamente significativa dos momentos: inicio e final.
Quando sdo confrontados os grupos: Terapia com meio vs Terapia com célula.
Nos dois momentos o valor de (p) foi maior que 0,05. No inicio (p=0,756) e no final
(p=0,267). Analise feita com o teste T independente para comparar 0S momentos

entre 0s grupos.

Valores referentes a concentracao de lactato

INICIO (mM/L) _ FINAL (mM/L)

Grupos Média +dp Média +dp (a) Valor de p

Treinado com meio 530* +0,90 4,25 * + 0,56 0,005432"
Treinado com célula 5,497 +0,99 398" +0,79 0,000488"
(b) Valor de p 0,756 0,267

TABELA 8: Valores referentes a concentracéo de Lactato, na comparagéo entre os dois
momentos: inicio e final. (a): Valores de “p” referentes a comparacao entre inicio e final
em cada grupo. (b): Valores de “p” referentes & comparacdo entre os dois grupos

treinamento nos dois momentos.

* representa valores diferentes estatisticamente entre inicio e final referente ao

grupo Treinado do meio. (p< 0,05).
t - representa valores diferentes estatisticamente entre inicio e final referente ao
Grupo Treinado com células-tronco. (p< 0,05).
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3.4. Resultado da Histopatologia

Com relacdo a andlise histopatologica demonstradas nas FIGURAS 13, 14,
15, 16,17 e 18. A confeccao das laminas a partir dos cortes seguiu 0 método
habitual, na escolha dos corantes hematoxilina-eosina (H&E) e cresil violeta (CV)
teve razdes técnicas. A coloragdo com H&E é relativamente simples e facilmente
reprodutivel, na qual se obtém nucleos corados em azul e citoplastama em varias
tonalidades de vermelho, permitindo a identificacdo dos componentes tissulares
gualitativos. A técnica do cresil violeta € o método histoquimico de escolha para a
demonstracao de neurénio.

3 % : : 2
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FIGURAS 13: Imagem de corte histopatolégico da medula eSpinaI do animal
sedentario e ndo recebeu células. Escala funcional BBB era: inicio 2, final 12.
(A) (CVx4); (B) (CVx10). Cresil violeta (CV).
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FIGURA 14: Imagem de corte histopatolégico da medula espinal do animal
sedentario e que recebeu células. Escala funcional BBB era: inicio 0, final 11.
(A) (CVx4). Cresil violeta (CV).
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FIGURA 15: Imagem de corte histopatolégico da medula espinal do animal
treinado e que nao recebeu células. Escala funcional BBB era: inicio 2, final 12.
(A) (CVx4); (B) (CVvx10); (C) (H&Ex10). Cresil violeta (CV). Hematoxilina-
eosina (H&E).
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FIGURA 16: Imagem de corte histopatolégico da medula espinal do animal
treinado e que recebeu células. Escala funcional BBB era: inicio 1, final 14. (A)
(CVx4); (B) (CVx10). Cresil violeta (CV).

FIGURA 17: Detalhe da substancia cinzenta, onde se observa o neurdnio (flecha).
(1A) (H&EX10); (1B) (H&Ex40).
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FIGURA 18: Detalhe da substancia cinzenta, onde se observa astrécitos
protoplasmaticos (flechas). (1A) (H&Ex20); (1B) (H&Ex40).



4. DISCUSSAO

4.1. Discussao dos Parametros da Lesao

O método da queda da haste foi realizado na altura em T10 por dois
basicos motivos: a largura do canal, que diminui significativamente acima deste
nivel e consequentemente dificulta o posicionamento da barra responsavel pela
lesdo medular, e o fato de que lesdes mais altas deflagram dificuldades
respiratérias e alteracdes cardiovasculares. Estas dificultam a manipulacdo dos
animais ap0s o experimento, e podem causar hipoxia e hipertensédo, afetando
negativamente qualquer processo de recuperacao (YOUNG, 2002).

A Unica forma de verificar o correto funcionamento do impactor foi através
da analise dos numeros que estdo representados na (TABELA 3), onde podemos
comparar os dados Verdadeiros de Altura, Velocidade e Tempo, que foram
realmente obtidos durante os 48 LMET, deflagrados pelo INYU. Com os dados
padronizados, representados na (TABELA 2), onde tais dados foram confirmados
como dentro das especificacoes para as quais o aparelho foi regulado.

Segundo GWAK et. al. (2004); KESSLAK (2003) e METZ et. al. (2000) o
meétodo (weight-drop technique), € reconhecido como mais reprodutivel e que mais

se assemelha & lesdo medular traumatica em humanos.

4.2. Discusséo da Escala funcional (BBB)

Segundo BARROS (2008); PENG, et. al. (2006); VIALLE, et. al. (2002) e
BASSO, et. al. (1995) a escala (BBB) € baseada em caracteristicas funcionais
que sugerem a recuperacao progressiva da paralisia até a locomoc¢ao normal.
Apesar de ser considerada uma avaliagdo subjetiva, observaram-se significantes
diferencas entre 0s movimentos realizados pelos animais que sofreram
laminectomia daqueles que sofreram grave contusdao (LMET), indicando que a

escala é valida e possui alto grau de sensibilidade e satisfatoria reprodutibilidade.
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A lesdo medular espinal traumatica € considerada um problema complexo e
delicado de se abordar, devido ao fato que envolve uma lesdo traumatica subita a
medula espinal, que tem como consequéncias: déficits motores, sensitivos e
autonémicos; sempre levando em consideracéo o nivel e a intensidade da lesao.

Atualmente, com o avanco das terapias, mais especificamente a terapia
celular, h4 trabalhos que a sugerem para reabilitar as funcdes perdidas, como
propuseram (ONIFER et. al., 2007; PARR et. al., 2007; KOCSIS et. al., 2002;
KUNKEL-BAGDEN et. al., 1993).

Com a evolucdo das pesquisas sobre lesdes medulares, surgiu a
necessidade da padronizacdo de um método capaz de reproduzir de maneira
experimental, lesbes medulares semelhantes quanto ao volume e ao dano
medular (VIALLE, L.R.G., 2001).

As lesdes medulares experimentais abertas, isto significa, com exposi¢cao da
medula, sao consideradas as que criam as melhores condi¢cdes de estudo. O uso
com modelos animais no trauma da medula espinal, permitiu avancos
significativos na compreensdao das alteracbes que seguem a lesdo medular.
Acredita-se que dois principais eventos fisiopatolégicos sédo responsaveis pelos
déficits neurolégicos associado ao trauma da medula espinal. Os mecanismos
responsaveis pela lesdo primaria: forca de compressédo, contusdo, cisalhamento e
tracdo, ndo sao passiveis de tratamento. Porém, na medicina regenerativa, ha
estudos mostrando que existe a possibilidade da regeneracéo tecidual utilizando
terapia celular, principalmente utilizando células-tronco precursoras neurais como
propuseram (NERI et. al., 2008; CORTI et. al.,, 2007; WEBBER et. al., 2007) e
células-tronco totipotentes (embrionarias), em estudos descritos por (LI et. al.,
2007; HARPER et. al., 2004; MCDONALD et. al., 1999).

Os processos considerados secundarios, relacionados com o trauma da
medula espinal incluem: edema, isquemia, inflamacdo, toxicidade celular,
alteracdes na homeostase i6nica, liberacdo excessiva de citocinas, ativacao
enzimatica alterada e necrose celular (KURITA et. al., 2005).

Analisando os resultados obtidos pela escala funcional (escala BBB), sugere-

se que pelo menos um destes mecanismos foi neutralizado. Devido ao fato que
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durante todo o processo da pesquisa, as ceélulas utilizadas para terapia celular,
foram as mononucleares derivadas da medula 6ssea, consequientemente de
origem adulta (pluripotentes), essa fragdo de células mononucleares contém
células precursoras hematopoiéticas de hemacias, plaquetas, linfocitos,
eosinofilos, basofilos e neutrofilos e em quantidade muito pequena as células da
linhagem mesenquimal (0,01%) pluripotentes que, podem originar células dos
tecido muscular, tecido 6sseo, tecido adiposo, hepatécitos, condrdcitos e também
células do tecido nervoso (FIGURA 19).

Devido ao fato que as células-tronco derivadas da medula dssea, possuem
essas propriedades, principalmente fatores antiinflamatérios e antinecrose celular,
como os neutrofilos, segundo ALBERTS (2006) define: carboidratos da superficie
de globulos brancos, que tem como fungcdo combater os processos inflamatorios
teciduais. JUNQUEIRA (1990) afirma que, os neutrofilos constituem a primeira
linha de defesa celular, sendo assim, a terapia celular nesta fase tem a
possibilidade de otimizar os efeitos antiinflamatérios, antes do aparecimento dos
mecanismos secundarios descritos anteriormente.

Segundo estudos realizados por LARSEN (2007); ZALDIVAR (2006);
PEDERSEN (2005); FISCHER (2004); DIETRICH (2001); PEDERSEN (2001) e
PEDERSEN (2000), mostraram que o exercicio pode ser considerado como um
tratamento antiinflamatério também, pode ser mediado pela inter-leucina 6
derivada muscular (IL-6 muscular). Geralmente em infeccbes mais graves, 0
organismo gera um efeito cascata das citocinas contendo: TNF-a, IL-1p3, IL-6, IL-
lra, sTNF-R e IL-10. As duas primeiras citocinas tém caracteristicas proé-
inflamatoria. No exercicio a TNF-a e IL-1B3, ndo s&o patrticipativas. Entretanto, o
exercicio fisico estimula a producéo das citocinas antiinflamatorias, primeiramente
a IL-6, que estimula outras citocinas IL-1ra e IL-10. Sendo assim, o0 exercicio fisico
também tem a possibilidade de reduzir o processo inflamatério desencadeado pelo
TRM, evitando os efeitos dos mecanismos secundarios.

Considerando os efeitos antiinflamatérios e antinecrose celular, tanto das
células-tronco devidas da medular 6ssea, fracdo mononuclear, como do exercicio

fisico, explica-se a evolucdo substancial na escala funcional (escala BBB), do
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grupo que recebeu terapia celular e treinamento fisico e comparacdo ao grupo
controle, que néo recebeu terapia celular e ndo recebeu treinamento fisico (p=
0,0000).

Outra hipotese, porém menos provavel, € que houve regeneragcdo neuronal.
Esta hipotese pode ser explicada, pela terapia celular e também pelo exercicio
fisico. Na terapia com células-tronco derivadas da medula Ossea, a fracdo
mononuclear além da linhagem hematopoiética descrita anteriormente, contém
também a linhagem mesenquimal (0,001- 0,01%) (STRAUER B.E., KORNOWSKI
R., 2003). Tal linhagem tem maior capacidade de formar novos neurénios, porém
sua expressdo quantitativa € menor, mas esta pequena quantidade poderia se
diferenciar no meio dependente, ou seja, em neurdnio. Para aumentar a
concentracdo dessas ceélulas e de seu potencial de diferenciacdo meio-
dependente e conseguentemente a eficiéncia, seria necessario um periodo de
cultivo das células mesenquimais de 2 a 3 semanas para diferenciacdo celular in
vitro (CHARMBERLAIN et.al, 2007).

Baseado nos estudos de SILVER (2004); BREGMAN e cols. (2002);
COUMANS e cols. (2001) e BREGMAN e cols. (1997) que utilizaram além de
células-tronco, fatores de crescimento neuronal chamado: neurotrofina. Tais
trabalhos obtiveram resultados positivos, na regeneragdo axonal, aumento do
potencial sinaptico neuromuscular e na formacdo de novo neurdnios. Na mesma
linha de pensamento SMITH e cols. (2006); SEO e cols. (2006); DISHMAN e cols.
(2006); VAYNMAN (2005); HUTCHINSON e cols. (2004) e DUPONT-
VERSTEEGDEN e cols. (2000) mostraram que o exercicio fisico estimula a
producdo das neurotrofinas, moléculas protéicas capazes de induzir o crescimento
das células neurais. Principalmente a do tipo neurotrofina-3 (NT-3) e o fator

neurotréfico cerebral (BNDF), quando séo estimuladas com exercicios fisicos.
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FIGURA 19: Linhagem Hematopoiética.
(Fonte: curlygirl.naturlink.pt/tecidosa)

4.3. Discusséo da concentracao do lactato

Considerando os resultados obtidos na (TABELA 8), podemos afirmar que o
exercicio fisico causou alteracdes metabdlicas. Levando-se e conta que os tecidos
metabolizam continuamente o lactato durante o exercicio e esta eficiéncia pode
ser aumentada com treinamento fisico (WEINECK, 1999). Segundo MCARDLE
(2003) a explicacdo subjacente ao efeito generalizado do treinamento fisico
aerdbio no sentido de reduzir os niveis de lactato sangiineo baseia-se em trés
possibilidades: a) menor ritmo de formacao de lactato durante o exercicio; b) maior
o ritmo de remocao do lactato durante o exercicio e c) os efeitos anteriores
combinados.

Os resultados mostram que o treinamento fisico imposto aos animais alterou
positivamente o quadro final em relagdo ao inicial. Podemos observar que o grupo
Treinado com célula e o grupo Treinado com meio no momento (final), houve uma
reducdo significativa da concentracdo de lactato em relacdo ao momento (inicio).
Sugerindo que o exercicio foi um fator interveniente no processo de reabilitagdo

dos animais.
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Os resultados referentes a comparacéo entre os dois grupos treinamento nos
dois momentos, mostram que ndo houve diferencga estatistica significativa entre os
grupos. O que vem reforgcar que ambos 0s grupos que passaram pelos 42 dias de
treinamento, foram submetidos ao mesmo processo de exercicios fisicos. Pois os

dois grupos néo apresentaram diferenca significativa nos dois momentos.

4.4. Discusséo da Histopatologia

A analise histopatoldgica, basicamente se limitou ao aspecto qualitativo.

Da analise histopatolégica percebe-se que os achados demonstraram leséo
intra-parenquimatosa no dorso de medula espinal (substancia branca), todavia
sem haver condi¢des de discriminacdo de aspecto de regeneracao neuronal.

A substancia branca é composta por tratos neuronais, responsaveis pela
conexdo entre orgados efetores/receptores e o cortex cerebral. Por estar situada
externamente na medula espinal, € acometida de forma direta pelo trauma. No
caso da lesdo experimental, o trauma foi mais intenso na regido posterior da
estrutura medular. Na substancia cinzenta, por estar localizada na regiao central
da medula, sofreu menos com o impacto direto do trauma como foi demonstrado
nas FIGURAS 13,14 e 15.

Baseado em estudos de VIALLE (2005); KURITA e cols. (2005) que
utilizaram analise histopatoldgica quantitativa da medula espinal apds o trauma,
ndo se detectou diferenca estatistica para alteracdes decorrentes do evento
traumatico como: Hemorragia, necrose da substancia branca, necrose da
substancia cinzenta e perda neural (acelularidade).

Do ponto de vista histopatolégico neste trabalho n&o permite afirmar que o
exercicio fisico associado com a terapia celular possui um efeito benéfico sobre a
LMET. Visto que, ndo houve a distingdo entre os grupos que funcionalmente
apresentaram diferencas significativas. Porém do ponto de vista qualitativo, nota-
se uma melhor integridade no aspecto morfolégico da medula espinal

demonstrado nas FIGURAS 16,17 e 18. Estas figuras representam imagens da
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medula espinal de um dos animais que recebeu terapia celular e exercicio fisico
combinados. Na FIGURA 17, nota-se um neurbnio como sua estrutura
aparentemente normal. Na FIGURA 18, nota-se a presenca proxima ao neurbnio
dos astrécitos protoplasmaticos que tem como caracteristica citoplasma
abundante e granuloso. E sdo as maiores células da neuroglia. Suas principais
funcdes sao a sustentacdo e o isolamento, sdo os principais armazenadores de
glicogénio do S.N.C. e controlam os niveis de potdssio extraneuronal, captando

ions a fim de auxiliar a manutencao de sua baixa concentracéo extracelular.



5. CONCLUSAO

Com base no estudo realizado podemos concluir que ap6s 48 dias do trauma

da medula espinal:

1-

Todos os grupos, do controle (sedentario com meio) ao experimental
(Treinado com células), aumentaram seus escores na Escala
Funcional (BBB). No entanto, o grupo que recebeu terapia celular
com células derivadas da medula Ossea: fracdo mononuclear e
treinamento fisico apresentou melhora estatistica significativa da
funcdo motora em relagdo aos demais grupos. Sugerindo que, houve
um efeito aditivo da terapia celular e do exercicio fisico.

O grupo Treinado com células (Tct) e o grupo Treinado meio (Tm)
mostraram menor concentracdo de lactato sangliineo no momento
final apés 42 dias de treinamento fisico comparando ao momento
inicio. Sugerindo que, houve alteracdo fisiologica influenciada pelo
exercicio fisico.

A andlise deste estudo histopatolégico qualitativo, ndo permite afirmar
seguramente que houve resultado benéfico com a terapia celular e
estimulo do exercicio fisico para com a LMET. Porém podemos
sugerir que o aspecto morfolégico da medula espinal do animal que
utilizou terapia celular e exercicio fisico € aparentemente mais integro
em comparagcdo com outros animais que ndo receberam terapia
celular associado com exercicio fisico.

O exercicio fisico através da avaliacdo funcional (BBB), obteve
resultados positivos auxiliado da terapia celular derivada da medula
O0ssea. Sugerindo que, os dois tipos de intervencdo sdo mais

eficientes juntos.
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ANEXO 1

Avaliacao funcional a cada 48horas, dos 48 animais. Durante os 48 dias.
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Anexo 2

Protocolo de Treinamento Fisico (natacdo) para os animais ap6s LMET.
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Seg. Ter. Qua. Qui. Sex. Sab. Dom.
Transplante X 10 min. 10 min. 10 min. 10 min. X
celular adaptacao adaptacao adaptacao Lactato
60 min. 0% 60 min. 0% 60 min. 0% 60 min. 0% | 60 min. 0% | 60 min. 0% X
60 min. 1% 60 min. 1% 60 min. 1% 60 min. 1% | 60 min. 1% | 60 min. 1% X
60 min. 2% 60 min. 2% 60 min. 2% 60 min. 2% | 60 min. 2% | 60 min. 2% X
60 min. 3% 60 min. 3% 60 min. 3% 60 min. 3% | 60 min. 3% | 60 min. 3% X
60 min. 3% 60 min. 3% 60 min. 3% 60 min. 3% | 60 min. 3% | 60 min. 3% X
60 min. 3% 60 min. 3% 10 min. Eutanasia
Lactato

- (0%): 0% do peso corporal; (1%): 1% do peso corporal; (2%): 2% do peso corporal
e (3%): 3% do peso corporal. Percentual de sobrecarga para o treinamento fisico.
- (10 min. Lactato): Teste de 10 minutos para determinar a concentragao de lactato.
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