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RESUMO 

 

 A lesão medular (LM) é uma patologia incapacitante que resulta em déficits sensoriais 

e motores. No Brasil, a incidência anual é de 30 novos casos de lesão medular a cada 1 milhão 

de indivíduos e, infelizmente, a LM permanece sem um tratamento eficaz. Células-tronco 

derivadas do dente decíduo humano estão entre as potenciais fontes de células-tronco para 

transplante após a lesão medular, cujo objetivo é de promover a proteção ou a recuperação da 

lesão na medula espinal. Buscou-se nesta tese avaliar os efeitos do transplante, uma hora após 

a lesão, das células tronco de dente decíduo humano (SHED) no período agudo, subagudo e 

crônico sobre a neuroproteção, proteção tecidual e recuperação funcional em ratos Wistar 

submetidos à lesão medular por contusão. Os principais objetivos foram: a) investigar os efeitos 

do transplante das SHED sobre a recuperação funcional, volume da lesão e morte neuronal; b) 

verificar os efeitos do transplante sobre as células progenitoras, formação da cicatriz glial e 

modificações astrocitárias após o modelo de contusão medular. Observou-se a melhora na 

recuperação funcional, redução do volume da lesão e morte neuronal na medula espinal dos 

animais que receberam o transplante de SHED após a lesão medular. As SHED aumentam o 

número de células precursoras na medula espinal, no período subagudo, reduzem a expressão 

da proteína fibrilar glial ácida (GFAP) e aumentam a expressão do canal retificador de influxo 

de potássio 4.1, ambas proteínas astrocitárias. Concluímos que o transplante de células-tronco 

derivadas do dente decíduo humano após a lesão medular promove a recuperação funcional a 

partir do efeito neuroprotetor iniciado na fase aguda, confirmado pelo maior número de 

neurônios motores presentes seis semanas após a contusão. As SHED são capazes de aumentar 

o número de células precursoras e de produzir modificações astrocitárias na medula espinal de 

ratos lesados na fase subaguda, reduzindo a formação da cicatriz glial.  

 

Palavras-chave: Lesão medular, células-tronco mesenquimais, célula de dente humano, 

proteção tecidual, neuroproteção, morte celular, apoptose, astrogliose, cicatriz glial, células 

progenitoras, recuperação funcional.  
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ABSTRACT 

  

Spinal cord injury (SCI) is a disabling condition that results in sensory and motor 

deficits. The estimated annual incidence in Brazil is of 30 new cases of spinal cord injury per 1 

million of individuals; unfortunately SCI remains without an effective treatment. Stem cells 

from human exfoliated deciduous teeth (SHED) are one among potential sources of stem cells 

for transplantation after spinal cord injury in order to promote protection or tissue and functional 

recovery after spinal cord injury. The aim of this Thesis was to evaluate the effects of stem cells 

from human exfoliated deciduous teeth (SHED) transplantation, one hour after lesion, in the 

acute, subacute and chronic phases on neuroprotection, tissue protection and functional 

recovery in Wistar rats submitted to spinal cord injury by contusion. The main goals were: a) 

to investigate the effects of SHED transplantation on functional recovery, lesion volume, and 

neuronal death; b) to verify the effects of the transplantation on the progenitor cells number, 

glial scar formation and astrocytic modifications after spinal cord contusion. Improvement of 

functional recovery, reduction of lesion volume and neuronal death were observed in the spinal 

cord of animals submitted to spinal cord injury and SHED transplantation. SHEDs increased 

the number of precursor cells in the spinal cord in the subacute period, reduced the expression 

of glial fibrillary acidic protein (GFAP) and increased the expression of the potassium influx 

rectifier channel 4.1, both astrocyte proteins. We conclude that transplantation of stem cells 

from human exfoliated deciduous teeth after spinal cord injury promotes functional recovery 

from the neuroprotection effect, which starts in the acute phase and is confirmed six weeks after 

the contusion with a higher number of motor neurons in the ventral horn of spinal cord. SHEDs 

are able to increase the number of precursor cells and produce astrocyte modifications in the 

spinal cord of injured rats in the subacute phase, reducing glial scar formation. 

 

Key-words: Spinal cord injury, mesenchymal stem cell, dental pulp stem cell, tissue protection, 

neuroprotection, cell death, apoptosis, astrogliosis, glial scar, progenitor cells, functional 

recovery. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A lesão medular (LM) é definida como dano à medula espinal que provoca mudanças 

na sua função de modo temporário ou permanente, podendo ser dividida, quanto à sua etiologia, 

em traumática e não traumática (Jia et al., 2013). A LM traumática ocorre com maior 

frequência, perfazendo cerca de 80 % dos casos (Shin et al., 2013), e acontece quando há um 

impacto físico externo decorrente, por exemplo, de acidentes automobilísticos, quedas, lesões 

relacionadas com a prática de esportes ou violência física que provoque uma lesão aguda na 

medula espinal. Já as lesões não traumáticas decorrem de um processo agudo ou crônico do 

desenvolvimento de patologias como tumores, infecção ou processos degenerativos dos discos 

intervertebrais (Ahuja et al., 2017). 

 O dano primário, ou lesão primária, compromete parte das células presentes no 

parênquima da medula espinal, e também inicia uma complexa cascata de vias metabólicas que 

caracterizam o processo de lesão secundária, as quais, de maneira cíclica, produzem morte de 

neurônios e células gliais (Casella et al., 2006; Nicola et al., 2017), isquemia, e inflamação 

(Pineau et al., 2010; Tator and Fehlings, 1991). Essa cascata é seguida de mudanças na 

citoarquitetura da medula espinal como a formação de cavidades císticas e cicatriz glial, o que 

prejudica o crescimento axonal e a remielinização, o que reduz o potencial de recuperação 

intrínseco da medula espinal e embasa os déficits neurológicos permanentes (Obermair et al., 

2008; Oyinbo, 2011).  

 As últimas três décadas configuram um período excitante para o campo de estudo da 

lesão medular, uma vez que diversas terapias neuroprotetoras, tais como bloqueadores de 

cálcio, antagonistas do receptor ionotrópico N-metil-D-aspartato (NMDA), anti-inflamatórios, 

hipotermia, bem como neuroregenerativas como o uso de enzimas que degradam o 

proteoglicano sulfato de condroitina (CSPGs), e o uso de células tronco, foram transportadas 

de estudos pré-clínicos para ensaios clínicos (Kim et al., 2017). No entanto, a lesão medular 

permanece sem tratamento efetivo e, sem dúvida, há muito ainda a aprender sobre a cascata 

patofisiológica da lesão medular para iluminar a busca por novas estratégias terapêuticas.  

 Uma importante estratégia de tratamento é o uso do transplante de células-tronco (CT), 

uma das possíveis abordagens capazes de promover a recuperação da lesão medular. As células-

tronco embrionárias, células-tronco adultas, e as células pré-diferenciadas são fontes potenciais 

para o transplante, com o objetivo de minimizar a lesão, promovendo a recuperação dos tecidos 
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lesados e a função locomotora (Shende and Subedi, 2017). Já é sabido que após o transplante 

de células-tronco há a melhora na função motora em modelos animais (Nicola et al., 2016; 

Rodrigues et al., 2012; Sakai et al., 2012), porém, os mecanismos pelos quais ocorre tal 

recuperação ainda não são claros. Existem três modelos teóricos para explicar a recuperação da 

função neural e por consequência a função motora após o transplante de células-tronco: o 

primeiro é a diferenciação das células implantadas em células do tecido alvo, por exemplo, a 

diferenciação das células-tronco em neurônios; o segundo é a integração das células no tecido 

sem a diferenciação, promovendo a fusão celular, uma forma de expressar o mesmo fenótipo 

de células do tecido local e fornecer um suporte metabólico às células; e o terceiro é a liberação 

de fatores tróficos pelas células-tronco (Maltman et al., 2011). Sabe-se que as células-tronco 

mesenquimais são capazes de produzir e secretar uma variedade de citocinas, entre elas, 

citocinas pró- e anti-inflamatórias (Djouad et al., 2007), e também são capazes de induzir a 

produção e a liberação de fatores tróficos como o BDNF (fator neurotrófico derivado do 

encéfalo), o IGF (fator de crescimento insulínico) e o NGF (fator de crescimento do nervo) 

(Nicaise et al., 2011), que podem favorecer o reestabelecimento das conexões axonais e, por 

consequência, a recuperação da função motora. Essas três teorias podem estar atuando de modo 

separado, células-tronco que apenas exercem efeito parácrino após o transplante, por exemplo; 

ou em conjunto.  

 Recentemente, as células de dente decíduo humano (SHED, do inglês stem cells from 

human exfoliated deciduous teeth) foram isoladas e caracterizadas (Gronthos et al., 2000), e o 

primeiro estudo com o transplante dessas células após a lesão medular em ratos foi realizado 

em 2011 (de Almeida et al., 2011). Acredita-se que essas células do dente humano se originem 

das cristas neurais e expressam tanto marcadores de células-tronco mesenquimais como de 

células-tronco neuronais (Gronthos et al., 2000; Miura et al., 2003). O transplante de SHED é 

capaz de promover a recuperação funcional, reduzir a lesão na medula espinal, reduzir a cicatriz 

glial, aumentar a mielinização e o número de axônios (Nicola et al., 2016; Sakai et al., 2012; 

Taghipour et al., 2012). Apesar das SHED serem superiores às células-tronco de medula óssea 

(BMSC do inglês bone marrow stem cells), em termos de expressão gênica para determinadas 

funções (Sakai et al., 2012), ainda se sabe muito pouco sobre os mecanismos que essas células 

desencadeiam após o transplante em uma medula lesionada.   

Os efeitos das SHED são multifatoriais, sendo assim, é difícil atribuir à apenas um 

mecanismo a recuperação funcional. Para melhor apresentação dos dados de parte dos 

mecanismos produzidos pelo transplante de SHED após a lesão medular por contusão em ratos, 
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esta tese foi dividida em dois capítulos: o primeiro capítulo teve como objetivo reafirmar os 

achados prévios quanto à recuperação funcional e volume de lesão e avaliar os efeitos do 

transplante precoce das SHED sobre os níveis da citocina pró-inflamatória TNF-α, a morte por 

apoptose 6 horas após a lesão, na perda e migração/proliferação de neurônios, astrócitos, 

microglia e células T nos períodos de 6 horas, 24 horas, 48 horas e 72 horas após a lesão e sobre 

o número de neurônios motores no corno anterior da medula espinal 6 semanas após a contusão. 

O segundo capítulo teve como objetivo verificar a influencia do transplante das SHED sobre o 

número de células potencialmente progenitoras na medula espinal e sobre as alterações 

astrocitárias como modificações na produção de filamento intermediário GFAP (do termo em 

inglês: Glial fibrillary acidic protein), S100B (proteína ligante de cálcio), do canal de transporte 

de água (AQP 4) e canal retificador de potássio (Kir 4.1).  

 

1.1 Anatomia e fisiologia da medula espinal  

 

A medula espinhal (ME) é organizada em substâncias branca e cinzenta. Na substância 

cinzenta se encontram os corpos das células neuronais enquanto que na substância branca 

encontramos os axônios dos neurônios. Existe uma subdivisão em tratos ascendentes e 

descendentes na substância branca, os quais são compostos por feixes de axônios que se 

projetam para regiões específicas do encéfalo ou para a periferia. Esses tratos transportam a 

informação sensorial (por exemplo: dor, temperatura, coceira) ou informações motoras. Por 

meio da raiz sensorial ou dorsal são transmitidas as informações sensoriais no sentido periferia-

centro; já as informações motoras, são transmitidas por meio da raiz motora ou ventral no 

sentido centro-periferia (Figura 1 A) (Ahuja et al., 2017; Bradbury and McMahon, 2006). A 

medula espinal está fortemente protegida pela coluna vertebral que, em humanos, está 

segmentada em 7 vértebras cervicais, 12 torácicas, 5 lombares e 5 sacrais, formando uma 

barreira óssea, protegendo a medula em conjunto com os ligamentos e meninges (dura-máter, 

aracnoide e pia-máter), onde está localizado o líquido cefaloraquidiano. O aporte sanguíneo é 

fornecido à medula espinal por meio das artérias espinais da região anterior e posterior da 

medula que se ramificam para perfundir o parênquima (Figura 1 B) (Ahuja et al., 2017).  

Para cada segmento vertebral há um par de raízes espinal, que inerva uma região 

específica da pele, da musculatura ou grupos de órgãos (Figura 1 C) (Lee and Thumbikat, 2015). 

A lesão na medula espinal pode resultar em perda parcial ou completa da função abaixo do 

nível da lesão.  
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Figura 1. Anatomia da medula espinal. Representação da substância cinzenta, substância branca e tratos de vias 

ascendentes e descendentes (A). Representação de um segmento vertebral em um corte transversal; em destaque, 

a medula espinal e representação das artérias e nervos espinais (B). Segmentação da medula espinal e distribuição 

dos pares de nervos espinais (C). Figura adaptada de Ahuja e colaboradores (2017) (Ahuja et al., 2017). 

 

1.2 Lesão medular 

 

No Brasil, a lesão medular acomete anualmente de 10 a 29 indivíduos por milhão, 

estando distribuída de modo uniforme em todas as faixas etárias (Lee et al., 2014). O índice de 

mortalidade dos indivíduos, após a lesão medular, é de 3,8% no primeiro ano, de 1,6% no 

segundo ano e então, 1,2 % para cada ano adicional (Academy et al., 2014).  

A lesão medular (LM) leva a perda de tecido que incluem os tratos de fibras mielinizadas 

(as vias descendentes e as vias ascendentes) onde são conduzidas as informações motoras e 
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sensoriais do encéfalo para a periferia ou da periferia ao encéfalo (Ahuja et al., 2017; Bradbury 

and McMahon, 2006; Lee and Thumbikat, 2015). Os indivíduos que sofrem a lesão medular 

podem apresentar o quadro de paraplegia ou paraparesia, se a lesão for abaixo do nível medular 

T1, e tetraplegia ou tetraparesia, se for acima deste nível. Quando não há preservação sensitiva 

e motora abaixo do nível de lesão, é considerada lesão completa, enquanto que, a lesão 

incompleta é definida quando existe a preservação parcial da sensibilidade e/ou da função 

motora abaixo do nível neurológico acometido (BURNS et al., 2012). 

A patofisiologia da lesão medular é descrita como sendo bifásica, consistindo de uma 

fase primária e outra secundária. A lesão primária se refere à lesão direta, provocada pelo dano 

mecânico à medula. Os mecanismos que se estendem da lesão primária levam à lesão 

secundária, sendo que esses mecanismos são considerados importantes alvos terapêuticos para 

a prevenção da propagação da lesão no parênquima (Rowland et al., 2008). Existem subdivisões 

da lesão secundária de acordo com o tempo e os mecanismos em ação na medula. Essa 

subdivisão se dá em fases aguda, subaguda e crônica (Figura 2) (KWON, 2004). A fase aguda 

é considerada até 48 horas após o início da lesão primária e está associada com a ruptura 

vascular, hemorragia e isquemia. Após a ruptura de micro vasos ocorre a desregulação iônica, 

excitotoxicidade e aumento na disponibilidade de glutamato, o que torna a célula mais sensível 

à despolarização; excessiva produção de radicais livres e inflamação, os quais são responsáveis 

pelos danos aos neurônios e células gliais, promovendo a morte celular (Ahuja et al., 2017). Em 

questão de minutos já há perda considerável de neurônios na medula espinal (Casella et al., 

2006). 
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Figura 2. Eventos patofisiológicos após a lesão medular – subdivisão da lesão secundária em fase aguda, 

subaguda e crônica. Adaptação de Kim e colaboradores (2017) (Kim et al., 2017). 

 Na fase subaguda há uma perda considerável de neurônios, astrócitos e oligodendrócitos 

(Figura 3 A) (Assinck et al., 2017a; Casella et al., 2006). A perda das células endoteliais que 

compõem o tecido vascular em conjunto com a redução do número de astrócitos leva a ruptura 

da barreira hematoencefálica, facilitando a entrada de células do sistema imune, como 

microglias, macrófagos e outras células inflamatórias, no parênquima da medula espinal, que 

acabam sendo recrutadas para o local de lesão. Nessa fase, os astrócitos aumentam a expressão 

da proteína acida fibrilar glial (GFAP), se tornam reativos e proliferam para formar a cicatriz 

glial (Figura 3 A) (Assinck et al., 2017a; Kim et al., 2017).  

 A fase crônica tem o seu início entre a sexta e oitava semana após a lesão inicial. Nessa 

fase, os astrócitos e outras células gliais aumentam a espessura da cicatriz glial, limitando uma 

região específica do parênquima da medula espinal, um espaço que ao longo do tempo 

acumulou líquido, chamado de cavidade cística e que frequentemente está localizado no centro 

da lesão (Figura 3 B) (Assinck et al., 2017a; Obermair et al., 2008). Algumas células se 

diferenciam formando novos oligodendrócitos, e também nessa fase, identificam-se células de 

Schwann próximo ao sítio da lesão (Figura 3 B) (Assinck et al., 2017a). 



7 

 

 

 

Figura 3. Patofisiologia da lesão medular na fase aguda (A) e fase crônica (B). Imagem adaptada de Assink e 

colaboradores (2017) (Assinck et al., 2017a). 

 

 É importante ressaltar que, apesar de existir as divisões em fase aguda, subaguda e 

crônica e em cada uma das fases ser atribuido eventos específicos que estão ocorrendo no 

parênquima, existe sobreposição dos eventos nas diferentes fases. Então, a morte celular por 

apoptose ocorre nas 3 fases (aguda, subaguda e crônica) (Casella et al., 2006; Oyinbo, 2011); 

edema, isquemia e apoptose são encontrados tanto na fase aguda como na fase subaguda; e 

desmielinização, formação da cavidade cística e formação da cicatriz glial são eventos que estão 

presentes tanto na fase subaguda como na fase crônica (Oyinbo, 2011).  
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1.2.1 Resposta inflamatória e imunológica 

 

A inflamação é uma defesa universal dos tecidos que pode gerar uma resposta de reparo 

frente a um dano. Na medula espinhal não é diferente, e por se tratar de um tecido do sistema 

nervoso central, a reação inflamatória e imunológica que ocorre na medula espinal é 

considerada mais severa do que a encontrada em outros tecidos (Schwartz et al., 1999).  A 

resposta inflamatória e imunológica envolve células do sistema imune como os neutrófilos, 

macrófagos e células T, e substâncias como as citocinas e prostaglandinas. Após a lesão 

medular, o local da lesão é rapidamente infiltrado por neutrófilos provenientes do sangue, que 

secretam enzimas líticas e citocinas que podem aumentar a lesão no tecido local e 

posteriormente recrutar outras células inflamatórias (Pineau et al., 2010; Popovich et al., 1997). 

Monócitos e macrófagos provenientes do sangue são recrutados, assim como a microglia 

residente no tecido local, que subsequentemente invadem o tecido para realizar a fagocitose das 

células ali danificadas (Dusart and Schwab, 1994; Loane and Byrnes, 2010). Essas e outras 

células reativas do sistema imune produzem citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α), interleucinas e interferons que participam da resposta inflamatória, podendo 

contribuir para futuros danos ao tecido (Bartholdi and Schwab, 1997; Klusman and Schwab, 

1997; Smith et al., 2012).  

Dentre as várias citocinas envolvidas na lesão secundária do SNC, o TNF-α é talvez a 

mais estudada. Esta pode ser produzida por diversas células, que incluem os neutrófilos, 

macrófagos, microglia, astrócitos e células T (Cacci et al., 2005; Yan et al., 2001). Sabe-se que 

após a lesão medular, o TNF-α se acumula rapidamente no local de lesão (Bethea et al., 1999). 

A sua liberação após a lesão medular promove a migração de leucócitos provenientes do 

sangue, que podem estimular a produção de outras citocinas. Estudos com animais revelam 

ambas as propriedades, neurotóxica e de neuroproteção, do TNF-α. Por exemplo, a inibição do 

TNF-α após lesão do SNC promove a recuperação funcional, sugerindo um papel citotóxico do 

TNF-α (Bethea et al., 1999; Lavine et al., 1998). Da mesma forma, visualiza-se que a inibição 

tardia do TNF-α não promove a recuperação da função motora (Vidal et al., 2013b). Já em ratos 

transgênicos com a falta de receptores para TNF-α (tornando-os menos sensíveis aos efeitos do 

TNF-α endógeno) há perda de tecido e déficits funcionais maiores do que em ratos que não 

foram submetidos à dessensibilização dos receptores após a lesão medular, sugerindo que o 

TNF-α pode apresentar um efeito de neuroproteção (Kim et al., 2001).       
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Após a lesão medular, a inflamação é considerada como “uma faca de dois gumes”, com 

ambas as propriedades, neurotóxica e neuroprotetora (Bethea, 2000). Embora muitas citocinas 

propaguem uma resposta inflamatória, outras citocinas como a interleucina (IL)-10 tem 

propriedades anti-inflamatórias (Knoblach and Faden, 1998; Vidal et al., 2013a). A IL-10 é 

produzida por muitas das células que produzem o TNF-α, o que inclui os leucócitos, 

macrófagos, astrócitos e a microglia, sendo que a sua administração mostra ser neuroprotetora 

após a lesão medular, provavelmente pela produção de genes anti-apoptóticos (Bethea et al., 

1999; Brewer et al., 1999). Esses exemplos fornecem algumas ideias da enorme complexidade 

da resposta imune e inflamatória após a lesão medular. Existe um crescente entendimento de 

que as primeiras fases da inflamação são deletérias, enquanto que as fases tardias da inflamação 

fornecem neuroproteção. Para o desenvolvimento de estratégias de neuroproteção é necessário 

um melhor entendimento dessas repostas benéficas e prejudiciais da neuroimunologia e 

inflamação. 

 

1.2.2 Morte celular por apoptose 

 

Cerca de noventa por cento dos neurônios morrem nas primeiras oito horas após a lesão 

medular, sendo a apoptose, ou morte celular programada, uma das responsáveis por grande 

parte dessa morte celular  (Casella et al., 2006; Lou et al., 1998). Citocinas pró-inflamatórias e 

o dano à membrana mitocondrial são fatores que podem desencadear a morte celular por 

apoptose (Elmore, 2007), assim como a excitotoxicidade glutamatérgica, que resulta no influxo 

de cálcio; uma das consequências é a ativação da enzima neuronal Oxido Nítrico Sintase 

(nNOS). A nNOS pode, então, participar do processo que leva ao dano às membranas, entre 

elas a membrana mitocondrial, prejudicar a fosforilação oxidativa e levar à liberação de enzimas 

como a citocromo C oxidase, a qual pode ativar os mecanismos de morte celular por apoptose 

(Blomgren et al., 2007; Zhu et al., 2004).  Todos esses eventos convergem para uma mesma via 

de ativação da apoptose, iniciando-se pela ativação da caspase-3 e seguindo para a 

fragmentação do DNA, degradação da proteínas do citoesqueleto e das proteínas nucleares, 

formação de corpos apoptóticos, expressão de ligantes para células fagocíticas, o que facilita o 

reconhecimento dessas células por parte das células do sistema imune, que finalmente removem 

esses corpos apoptóticos por meio da fagocitose (Figura 4) (Blomgren et al., 2007; Elmore, 

2007). Em todos os níveis desse complexo processo há possíveis alvos terapêuticos para o 

tratamento da lesão medular.   
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Figura 4. Representação esquemática dos eventos relacionados com a apoptose celular (fonte: do autor). 

 

1.2.3 Modulação dos astrócitos e células precursoras neurais 

 

 O processo de proliferação, migração e hipertrofia dos astrócitos que é acompanhada do 

aumento da produção de GFAP é denominado astrogliose (Ridet et al., 1997; Sofroniew, 2009). 

Os astrócitos têm características únicas em sua citoarquitetura e fenótipo, proteínas que 

expressam e dão forma ao astrócito, que, de modo dinâmico respondem às mudanças no 

ambiente a partir dos inúmeros contatos com o tecido, prolongam suas projeções, formando 

complexos emaranhados de filamentos, processos altamente especializados com uma variedade 

de receptores e canais iônicos que formam os chamados domínios, com distintas funções para 

distintas regiões (Allaman et al., 2011; Oliveira et al., 2015). Interconectados, astrócitos com 

astrócitos, com neurônios e vasos, os astrócitos podem regular o acúmulo de água no sistema 

através do transporte da molécula de água pelos canais de aquaporina 4 (AQP 4) e assim 

controlar a expansão de um dos sinais da lesão secundária, o edema (Nesic et al., 2010; Saadoun 

and Papadopoulos, 2010; Tait et al., 2008). Outra forma de o astrócito atuar para a manutenção 

da homeostasia é removendo o íon potássio do meio extracelular através dos canais retificadores 

de influxo de potássio Kir (Kir 4.1) (Allaman et al., 2011; Butt and Kalsi, 2006; Nichols and 

Lopatin, 1997; Sibille et al., 2014). Esses canais têm um papel importante, pois removendo o 
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potássio do meio extracelular são capazes de reduzir a excitabilidade neuronal, já que tendem 

a normalizar o desequilíbrio do gradiente de concentração desse íon (Butt and Kalsi, 2006).  

 Após a lesão medular, células presentes na região do canal central da medula, células 

ependimárias, expressam novamente marcadores de células precursoras (células em um estágio 

mais primitivo), proliferam em estímulo à lesão e migram do canal central da medula em 

direção ao parênquima. Quatorze dias após a lesão, identifica-se que essas células que partiram 

do canal central para o parênquima expressam GFAP e conclui-se que essas células tenham se 

diferenciado em astrócitos maduros (MOTHE and TATOR, 2005). Essas células, quando 

estimuladas por fatores tróficos, são capazes de proliferar e até promover a recuperação 

funcional de ratos submetidos à lesão medular por contusão (Kojima and Tator, 2002). Fatores 

tróficos podem estar sendo estimulados após um evento danoso ao tecido. Um exemplo é o 

aumento na produção da proteína ligante de cálcio (S100B) pelos astrócitos, que não é um fator 

trófico por definição, mas que dependendo da concentração pode agir como se o fosse (Donato 

et al., 2013), estimulando o próprio desenvolvimento, proliferação e migração dessas células 

precursoras endógenas. 

 

1.3 Células-Tronco  

 

A célula-tronco é uma célula indiferenciada primitiva, não especializada e com 

capacidade de se auto-renovar, que pode se dividir para se reproduzir (auto-renovação) e dar 

origem a células diferenciadas (Figura 05) (Yamashita et al., 2007; Zech, 2004); por possuir 

tais características, as CT podem ser classificadas de acordo com sua potencialidade em toti-, 

pluri- ou multipotentes. São chamadas de totipotentes as células capazes de gerar todos os tipos 

celulares embrionários e extra-embrionários; as pluripotentes podem originar todas as células 

que formam um embrião, e são provenientes da massa interna do blastocisto (CT embrionárias); 

são classificadas como multipotentes as células que originam apenas um subgrupo de linhagem 

celular, por exemplo, as CT mesenquimais (CTM) e neurais (Mothe et al., 2013; Wagers and 

Weissman, 2004; Yin et al., 2014). 

Entre diversas abordagens, a terapia celular é mais uma estratégia que se encontra em 

estudo para tentar minimizar as consequências da lesão medular. Células-tronco (CT) 

representam uma alternativa promissora para o tratamento da lesão medular, sendo capazes de 

promover a recuperação funcional em modelos experimentais (de Almeida et al., 2011; 
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Matsubara et al., 2015; Nicola et al., 2017, 2016; Rodrigues et al., 2012; Sakai et al., 2012; 

Taghipour et al., 2012). Células-tronco mesenquimais da parede de cordão umbilical, CT 

mononucleares do sangue de cordão umbilical (Rodrigues et al., 2012), CT precursoras neurais 

(Giusto et al., 2014) e células-tronco derivadas de dente decíduo humano (SHEDS) (Sakai et 

al., 2012) são fontes potenciais para o transplante após a LM. 

 

 

Figura 05. Desenho esquemático da auto-renovação e diferenciação de células-tronco. Uma célula-tronco 

pode se auto-renovar ou se diferenciar em células especializadas, exemplo o neurônio (fonte: do autor).  

 

No processo de diferenciação, as CT passam a ser chamadas de células progenitoras, e 

desenvolvem características de um tecido específico. Células progenitoras são células em 

processo de diferenciação que quando comparadas com células embrionárias, são células 

adultas que possuem um decréscimo na habilidade de se auto-renovar (Verfaillie, 2005). CT 

obtidas de tecidos adultos como células-tronco adultas da medula óssea, do tecido adiposo, do 

sangue de cordão umbilical (Ragni et al., 2013); do cérebro (Mothe et al., 2013); dos músculos 

(Birbrair et al., 2013); do dente (Sakai et al., 2012) e de outros locais têm sido amplamente 

estudadas (Shanti et al., 2007); por exemplo, em desordens ou danos no sistema nervoso, onde 

se percebe uma perda celular neuronal específica, o transplante de células progenitoras neurais 

induzem a neuroproteção pela recolocação da perda celular, diminuição da apoptose e da 
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astrogliose local (Giusto et al., 2014).  Tendo em vista que o sistema nervoso central (SNC) tem 

pobre capacidade para gerar novos neurônios ou células gliais (Wislet-Gendebien, 2003), o 

transplante de CT parece ser uma alternativa importante para reparar a perda celular após o 

dano.  

Células-tronco mesenquimais (CTM) são células adultas que podem ser encontradas em 

uma variedade de tecidos adultos, incluindo a medula óssea, gordura, dente e são capazes de se 

diferenciar em vários tipos celulares, como condrócitos, osteófitos, adipócitos, miócitos e 

neurônios (Kern et al., 2006; Zuk, 2002). Recentemente as células-tronco mesenquimais 

provenientes da polpa dentária (DPSC) têm sido estudadas (de Almeida et al., 2011; Nicola et 

al., 2016; Sakai et al., 2012; Taghipour et al., 2012) 

As DPSC estão localizadas na cavidade central do dente, onde contém o tecido pulpar, 

sendo considerada uma fonte de células progenitoras/tronco que pode se proliferar e se 

diferenciar em diferentes linhagens celulares in vitro (Gronthos et al., 2002, 2000), incluindo 

células neurais (Miura et al., 2003). CT mesenquimais derivadas do dente, quando aplicadas na 

medula de ratos que sofreram LM, mostram ser capazes de se diferenciar em oligodendrócitos, 

um dos mecanismos de ação sugeridos para justificar a recuperação da função motora dos 

animais (Sakai et al., 2012; Taghipour et al., 2012).  

Torna-se claro, após evidências de recuperação funcional (de Almeida et al., 2011; 

Matsubara et al., 2015; Nicola et al., 2017, 2016; Sakai et al., 2012; Taghipour et al., 2012) que 

o transplante de CTM provenientes da polpa dentária pode ser útil para o tratamento dos danos 

que acometem o SNC. Porém, os mecanismos responsáveis por tal melhora ainda não são 

conhecidos. 

 

1.3.1 Mecanismos de ação das células-tronco  

 

 Dentre os mecanismos propostos de ação das células-tronco estão:  diferenciação das 

CT em células do tecido alvo, neuroproteção, imunomodulação, regeneração axonal, formação 

de pontes, modificações na cicatriz glial e regeneração da mielina. A neuroproteção está 

relacionada com a proteção tecidual ao dano secundário, sendo sugerida a denominação 

neuroproteção quando há a preservação tecidual como um dos efeitos positivos após o 

transplante de células-tronco, especialmente quando esse transplante é realizado minutos ou 
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horas após a lesão medular (Nicola et al., 2016; Sakai et al., 2012; Taghipour et al., 2012). 

Imunomodulação, a complexa natureza da inflamação pode ser exemplificada separando o 

fenótipo das células como macrófagos e microglia em neurotóxico ou pró-inflamatório, 

convencionalmente chamado de M1; e anti-inflamatório, convencionalmente chamado de M2; 

sendo as células-tronco capazes de induzir a modulação dessas células de um estado pró-

inflamatório (M1) para um estado anti-inflamatório (M2) (Assinck et al., 2017b; Matsubara et 

al., 2015). A redução na cicatriz glial por meio do transplante de células tronco já está bem 

documentada na literatura (Shende and Subedi, 2017); essa redução na formação da cicatriz 

glial favorece a regeneração dos axônios comprometidos, além de, as células poderem servir de 

“pontes”, auxiliando no crescimento e direcionamento desses axônios (Assinck et al., 2017b). 

 De modo geral é possível agrupar esses mecanismos em 3 grandes grupos: efeito 

parácrino, fusão celular e diferenciação celular. O mecanismo primário pelo qual as CT agem 

no tecido neural ainda não foi esclarecido. Essa classificação representa, de fato, três teorias 

que tentam explicar a neurogênese ou a reparação neural após o transplante das CT. A primeira 

proposta é que as células-tronco possam se diferenciar, por exemplo, a diferenciação da célula 

transplantada em uma célula neural capaz de substituir os neurônios ou células gliais que 

sofreram com o dano neurológico. Na fusão celular, acredita-se que a células transplantadas se 

fundam com as células do tecido lesado, adquirido as propriedades fenotípicas das células 

neurais do hospedeiro. Já a proposta da atividade parácrina defende que as CT exerçam efeitos 

neurotróficos pela liberação de moléculas complementares que promovem mecanismos de 

reparo tecidual. Dentre essas moléculas estão as citocinas, os fatores neurotróficos, proteínas 

da matriz extracelular e componentes reguladores da matriz extracelular (Maltman et al., 2011).   

 De outra forma, as teorias podem ser reagrupadas em duas distintas e inter-relacionadas 

estratégias de “neuroproteção” e “neuroreparação/neuroregeneração”. Neuroproteção, quando 

se fala em efeitos parácrinos, inibição da morte celular, de ação próxima à lesão. Enquanto que 

neuroreparação se refere à regeneração dos axônios lesados, brotamento, plasticidade dos 

axônios intactos, diferenciação celular e também pela ação parácrina. Investigar a habilidade 

que a célula transplantada apresenta em migrar, se implantar e sobreviver no local de lesão é 

essencial para confirmar a existência de alguma das teorias citadas. Após a verificação da 

sobrevivência das células no local de lesão, a diferenciação celular se torna um tema recorrente 

nos trabalhos que envolvem o transplante de células-tronco, por vezes com resultados positivos 

(Sakai et al., 2012), ou resultados negativos (Rodrigues et al., 2012), porém, em ambos os casos 
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a diferenciação celular não é o papel determinante para promover a recuperação da função 

motora.  

 Atribui-se à ação parácrina, liberação de componentes como citocinas e fatores tróficos, 

um dos principais mecanismos que a célula-tronco pode desempenhar. As CTM expressam 

diversos fatores tróficos, como o fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF), fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF), fator neurotrófico derivado da glia (GDNF), fator de 

crescimento insulínico (IGF), fator de crescimento neural (NGF), e citocinas como as 

interleucinas (IL), IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14, IL-15 (Maltman et al., 2011). Os efeitos 

desses fatores no tecido podem ser amplamente classificados como angiogênico (a formação de 

novos vasos sanguíneos), neurogênico (formação de novos tecidos neurais), neuroprotetor 

(proteção do tecido contra a degeneração), sinaptogênico (formação de sinapses e contatos 

sinápticos) e inibidores da cicatriz glial, o que pode permitir a reconstrução ou reparação da 

circuitaria neuronal após a lesão (Finetti et al., 2012; Ninan, 2014). Alguns desses fatores 

tróficos e citocinas têm sido encontrados nas células-tonco derivadas de dente humano 

(Gronthos et al., 2000; Matsubara et al., 2015; Miura et al., 2003).  

 As CTM são capazes de secretar fatores neurotróficos e citocinas (Yalvaç et al., 2013), 

citocina como IL-10, que participa diretamente no processo inflamatório. A IL-10 é 

primeiramente uma citocina com caráter anti-inflamatório (Vidal et al., 2013a) que inibe a 

expressão gênica da síntese de citocinas pró-inflamatórias pelas células T/macrófagos, além de 

diminuir a sua capacidade de apresentar antígeno por essas células (Moore et al., 1993). Com a 

liberação de IL-10 também é possível perceber a redução da produção de TNF-α pelos 

astrócitos e os antígenos apresentados por astrócitos e células da microglia (Balasingam and 

Yong, 1996). Esses exemplos de neuroproteção constituem uma das principais vias de atuação 

das células-tronco, pois propicia a regeneração, brotamento e/ou plasticidade no local de lesão, 

podendo contribuir para os resultados funcionais. Para compreender a eficácia das células-

tronco, o estudo do modo de transplante é fundamental, assim como o tempo de administração, 

pois o tempo em que será transplantada e as diferentes vias de administração de células podem 

fornecer resultados morfológicos e funcionais distintos. Em um estudo prévio, realizando o 

transplante de células-tronco em diferentes períodos após a lesão medular, identificou-se que o 

melhor tempo de administração está no período agudo após a lesão medular, nesse caso, uma 

hora após a lesão medular (Rodrigues et al., 2012).  
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1.3.2 Células-Tronco derivadas do dente decíduo humano (SHED)  

 

As células-tronco derivadas de dente decíduo humano (SHED) são uma fonte de células-

tronco de fácil obtenção, que não causam efeitos adversos à saúde, e são apontadas como 

excelente forma de tratamento da lesão medular experimental (Sakai et al., 2012). SHED são 

encontradas dentro do nicho perivascular da polpa dentária (Gronthos et al., 2002), expressam 

marcadores de células-tronco mesenquimais e de células neuroectodermais (Achilleos and 

Trainor, 2012; Gronthos et al., 2000; Miura et al., 2003), seguindo os critérios estabelecidos 

para definir as células-tronco mesenquimais (Dominici et al., 2006); expressando marcadores 

associados às CTM (CD90, CD105) e a ausência de CD34, que marca células progenitoras 

hematopoiéticas e células endoteliais; CD14, que é predominantemente expresso por monócitos 

e macrófagos; para o marcador de leucócitos CD45; e para células B (CD19) (Dominici et al., 

2006). Outra habilidade relevante para os critérios de identificação de células mesenquimais e 

que as células de dente têm, é a de formar colônias (Zhao and Chai, 2015).  

Até o momento, não há relatos de formação teratogênica após o transplante de células-

tronco derivadas do dente. Considerações éticas e de imunocompatibilidade estão ausentes 

quando se trata de células derivadas do dente; pois, elas são facilmente isoladas de uma fonte 

autóloga (Abdullah et al., 2014).  

O transplante de SHED têm sido usado em modelos experimentais da doença de 

Alzheimer, com uma administração via nasal foi capaz de melhorar a função cognitiva dos 

animais, promover neuroproteção, alongamento axonal, supressão da inflamação e regulação 

da microglia (Mita et al., 2015). Em uma administração no local da lesão após a isquemia 

cerebral em camundongos, as SHED foram capazes de reverter os déficits neurológicos 

(Yamagata et al., 2013). 

Diversos estudos já demonstraram que o transplante das SHED após a lesão medular 

por contusão promove a recuperação funcional dos membros posteriores de roedores (de 

Almeida et al., 2011; De Berdt et al., 2015; Matsubara et al., 2015; Nicola et al., 2016; Sakai et 

al., 2012; Taghipour et al., 2012), são capazes de reduzir a cicatriz glial e favorecer a 

preservação de axônios de neurônios no local da lesão (Nicola et al., 2016; Sakai et al., 2012). 

Alguns autores utilizaram o transplante precoce das SHED após a lesão medular por contusão, 

e por isso têm atribuído os efeitos benéficos da recuperação funcional e tecidual à possível 

neuroproteção proporcionada pelas SHED (Nicola et al., 2016; Sakai et al., 2012; Taghipour et 

al., 2012). Em parte, esses efeitos foram esclarecidos quando se demonstrou que as SHED são 
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capazes de modificar o fenótipo de macrófagos; elas não foram capazes de reduzir a entrada de 

macrófagos no parênquima da medula espinal, mas elas modificaram o fenótipo dos macrófagos 

de M1, pró-inflamatório para M2, anti-inflamatório (Matsubara et al., 2015) e isso sugere que 

as SHED poderiam estar favorecendo uma redução da perda celular precoce.  

 

1.4 Justificativa 

 

  Até o momento o não há tratamento curativo para a lesão contusa da medula espinal, o 

que torna os pacientes cronicamente incapacitados. Diversas abordagens experimentais já 

foram testadas, mas nenhuma foi capaz de reverter os déficits causados pela lesão medular. As 

células-tronco têm sido estudadas como uma alternativa terapêutica, estando relacionada com 

resultados promissores após a lesão medular quanto à recuperação funcional, além de relatos 

de diferenciação celular em neurônios, oligodendrócitos e astrócitos após o transplante. As 

células-tronco, mesmo não se diferenciando em células neurais, são capazes de secretar 

citocinas e fatores neurotróficos, que são capazes de interferir positivamente na recuperação da 

medula lesada. Um dos tipos de célula eleita para o transplante são as células de dente decíduo 

humano (SHED), que nos anos 2000 foi isolada e utilizada como uma forma de transplante na 

tentativa de reparar a lesão medular experimental em 2011. Neste curto período de tempo, de 

2011 a 2017, as SHED se mostraram ser promissoras para uso clínico, uma vez que apresentam 

melhores resultados funcionais nos animais que receberam o tratamento. Até o momento as 

SHED têm sido transplantadas uma hora após a lesão medular e os efeitos do transplante 

analisados semanas após. O presente trabalho transplantou as SHED uma hora após a lesão e 

teve como objetivo avaliar os efeitos na medula espinal nos períodos agudo, iniciando seis 

horas; subagudo, até setenta e duas horas; e crônico, seis semanas após a lesão medular.  

 

1.5 Hipótese de trabalho 

 

 As hipóteses que testamos neste estudo foram: a) o transplante agudo das SHED são 

capazes de promover a recuperação funcional, proteção tecidual, reduzindo o volume da lesão; 

neuroproteção, favorecendo a preservação de neurônios a partir da fase aguda da lesão. b) 

animais que receberam o transplante de SHED uma hora após a lesão apresentarão aumento de 

células progenitoras e redução da expressão de GFAP na medula espinal no período subagudo.  
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2. OBJETIVOS 

  

2.1 Objetivo Geral  

 

 Avaliar os efeitos do transplante das células tronco de dente decíduo humano no período 

agudo, subagudo e crônico sobre a neuroproteção, proteção tecidual e recuperação funcional 

em ratos Wistar submetidos à lesão medular por contusão.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

2.2.1 Verificar os efeitos do transplante das células-tronco de dente decíduo humano sobre a 

recuperação funcional, volume de lesão, número de células neuronais, astrocitárias, microgliais 

e de células T na medula espinal de ratos submetidos à lesão medular; 

 

2.2.2 Quantificar a apoptose neuronal na fase aguda após a lesão medular e o transplante de 

células de dente deciduo humano; 

 

2.2.3 Avaliar a evolução da expressão de GFAP e S100B e do número de células precursoras 

neurais na medula espinal de ratos submetidos à lesão medular por contusão e o transplante de 

células de dente descíduo humano. 
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3. MATERIAIS, MÉTODOS E RESULTADOS 

 

3.1 Caracterização das células-tronco mesenquimais 

Foram utilizados os protocolos descritos na literatura e já estabelecidos pelo laboratório.  

 

3.1.1 Análise morfológica das culturas celulares 

 A presença das células aderentes e a sua confluência foram rotineiramente observadas 

em microscópio invertido de contraste de fase Olympus, durante as culturas de células-tronco. 

 

3.1.2 Análise imunofenotípica das células cultivadas 

 As CTMs foram caracterizadas imunofenotipicamente a partir da verificação da 

presença de marcadores de células mesenquimais e ausência de células hematopoéticas, por 

meio de citometria de fluxo. As CTMs foram analisadas anteriormente a décima passagem da 

cultura celular. Os anticorpos utilizados foram os específicos para identificar os marcadores de 

CTM, tais como CD29, CD44, CD73, CD90 e CD105; bem como confirmação da ausência de 

marcadores de células-tronco hematopoéticas, como CD14, CD34, CD45, CD184, HLA-DR e 

STRO-1. A presença das moléculas foi avaliada utilizando-se 2µL de anticorpo monoclonal 

anti-humano (Pharmingen, Becton Dickinson, San Jose, CA) para cada uma das moléculas. O 

7AAD (7-Amino Actinomycin D) (Molecular Probes, Eugene) foi utilizado como critério de 

exclusão, para permitir a avaliação apenas de células vivas. 

 Após a incubação com os anticorpos durante 30 minutos à temperatura ambiente e ao 

abrigo da luz, as células foram lavadas e ressuspensas em 1 mL de PBS. O 7AAD foi utilizado 

a uma concentração final de 1µg/mL em PBS e incubado por 15 minutos, à temperatura 

ambiente, no escuro. Posteriormente, as células foram analisadas em citômetro de fluxo 

FACSAria III (BD Biosciences). O equipamento foi ajustado para as condições de análise de 

tamanho e complexidade celular e o ajuste de fluorescência foi realizado com auxílio dos 

controles isotípicos PE (do inglês phycoerythrin - ficoeritrina) e FITC (do inglês fluorescein 

isothiocyanate - isotiocianato de fluoresceína). A aquisição dos dados foi realizada utilizando-

se em torno de 10.000 eventos de cada amostra, e a análise dos dados foi realizada com auxílio 

do software FACSDiva versão 6.0 (BD Biosciences). 

 

3.1.3 Diferenciação celular in vitro 

 A diferenciação em tipos celulares mesenquimais, necessária para confirmação da 

identidade da população obtida, foi testada a partir da quinta passagem. Ensaios de 
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diferenciação osteogênica, adipogênica e condrogênica foram realizados seguindo protocolos 

já descritos. 

 

3.1.4 Diferenciação osteogênica 

 Para a diferenciação osteogênica, realizou-se o cultivo celular por cerca de 25 dias em 

meio contendo SFB (15%), dexametasona (10-1mM), ácido ascórbico 2-fosfato (50mM) e β-

glicerofosfato (15mM). A deposição de matriz mineralizada foi observada por coloração com 

Alizarin Red S em pH 4,2. 

 

3.1.5 Diferenciação adipogênica 

 Para a diferenciação adipogênica das células-tronco mesenquimais, realizou-se o cultivo 

celular por cerca de 30 dias em meio DMEM contendo 10% de SFB, 3-isobutil-1-metilxantina 

(IBMX) (0,5mM), dexametasona (1µM), insulina (1,74µM), indometacina (50µM), 

rosiglitazona (1µM). Os adipócitos foram identificados por observação de gotículas de gordura 

ao microscópio com contraste de fase e por coloração das mesmas com o corante Oil Red O.  

 

3.1.6 Diferenciação condrogênica 

Para a diferenciação condrogênica, as células aderentes foram cultivadas em meio de 

diferenciação durante 30 dias. O meio foi constituído de DMEM suplementado com SFB 

(10%), dexametasona (0,1µM), ITS 1x (0,01mg/mL de insulina humana recombinante, 

5,5µg/mL de transferrina humana, e 5ng/mL de selenito de sódio), 10ng/mL de TGF-α1 e 50µM 

da solução de ácido ascórbico-2 fosfato (AsAP). A condrogênese foi demonstrada pela 

coloração com Alcian Blue. 

Todos os meios de cultivo foram trocados a cada 3-4 dias e quando diferenciadas, as 

células foram lavadas com tampão fosfato, fixadas com paraformaldeído 4%, lavadas com água 

mili-Q, e por fim realizada a coloração específica. 

 

3.2 Breve descrição dos materiais e métodos  

 

 Esta seção tem o objetivo de apresentar, sucintamente, a caracterização das células-

tronco, o modelo de lesão medular, os procedimentos de perfusão e de avaliação do volume da 

lesão. A descrição detalhada dos demais matérias e métodos é encontrada nos capítulos I e II.  
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3.2.1 Modelo de lesão medular traumática  

 

Todos os animais foram submetidos à tricotomia, analgesia com tramadol (5mg/Kg, i.p., 

Grunenthal, Alemanha) e anestesiados com isofluorano (2-4%, Cristália, Brasil) previamente à 

cirurgia de laminectomia. Para o procedimento cirúrgico, o animal foi posicionado em decúbito 

ventral e uma incisão de aproximadamente 5 cm de pele e subcutâneo sob a linha média da 

região dorsal foi realizada, expondo a região da coluna vertebral entre T8 e T12; os músculos 

paravertebrais que se inserem entre T9 e T11 foram dissecados. Após a exposição das vertebras, 

a lâmina da vértebra de T10 e o processo espinhoso de T9 foram removidos com o uso de um 

microssaca-bocados. 

A lesão medular traumática, ao nível de T10 foi realizada por meio do equipamento 

New York University impactor (NYU impactor), descrito por Gruner (1992), que provoca uma 

lesão moderada (10 g X 25 mm). Este é um dos métodos mais empregados na literatura devido 

a sua reprodutibilidade (Figura 6) (McDonald et al., 2004; McDonald and Howard, 2002).  

Após a lesão medular traumática os animais foram suturados, acondicionados 

isoladamente nas caixas, mantidos nas mesmas condições de temperatura e controle de luz. 

Todos os animais receberam 0,1 mL de Enrofloxacino (Bayer, Brasil) para as infecções do trato 

urinário e analgesia com tramadol (5mg/Kg, i.p., Grunenthal, Alemanha), com administração 

de 12 em 12 horas por 5 dias após a lesão. Foram submetidos à manobra vesical manual, de 

uma a duas vezes ao dia, pelo método de Crede, por 5 dias ou até adquirirem o controle 

voluntário desta função. A partir do terceiro dia os animais foram agrupados em caixas com no 

máximo 5 animais por caixa. 
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Figura 06. Fotos ilustrativas do equipamento New York University impactor. Visão frontal do equipamento 

(A) e visão lateral com destaque às diferentes alturas para o posicionamento da haste (B).  

 

3.2.2 Perfusão 

 

Os animais foram anestesiados com tiopental (Cristália, Brasil) na dose de 25 ± 5 mg/kg 

no final da sexta semana, realizou-se a toracotomia com exposição do coração. Foi injetado 

1000 UI de heparina sódica no ventrículo esquerdo, e por meio de uma incisão neste mesmo 

ventrículo foi inserida uma cânula ligada a uma bomba de perfusão (Control Company), a qual 

realizou a perfusão inicialmente com uma solução salina (150 ml) para lavagem da árvore 

vascular e posteriormente com uma solução fixadora (300 ml), composta de paraformaldeído 

(PFA) (Reagen, Brasil) 4% diluído em tampão fosfato (TF) 0,1 M pH 7,4. Após esse 

procedimento, a medula espinhal foi removida entre C5 à L5, sendo pós-fixada na mesma 

solução fixadora utilizada para a perfusão por 4 horas em temperatura ambiente (Mestriner et 

al., 2011).  

As medulas espinhais foram crioprotegidas pela imersão em sacarose 15% diluída em 

TF à 4ºC, onde permanecem até submergirem. Trocou-se a solução sacarose por uma de maior 

concentração, 30% diluída em TF à 4ºC onde, novamente, permaneceram até submergirem. 

Depois de realizar a crioproteção, as medulas foram congeladas em isopentano resfriado em 

nitrogênio líquido e armazenadas em freezer -70ºC. 
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3.2.3 Análise do Volume da Cavitação  

 

Para analisar o volume de cavitação, aproximadamente 30 secções no sentido 

transversal, com espessura de 20 µm de cada medula de todos os animais foram processados 

em criostato (Leica, Germany). Posteriormente, esses cortes foram corados com a técnica de 

Hematoxilina e Eosina. Secções sequenciais com um intervalo de 300 µm entre cada corte 

foram escolhidas, sendo que a área de cavitação de cada secção foi calculada para encontrar o 

corte com a maior área de cavitação (nomeado como epicentro), a partir do epicentro foram 

escolhidas 21 secções (modificado de MENEZES et al., 2010) (10 cortes acima, 10 cortes 

abaixo e o epicentro) (Menezes et al., 2010). A área de cavitação foi mensurada por meio do 

software Image J (USA) versão 1.46. Todo e qualquer tipo de tecido necrótico dentro da 

cavidade foi contabilizado como parte da lesão (Parr et al., 2008). Para o cálculo do volume, 

utilizou-se a soma das áreas multiplicada pelo intervalo entra cada secção (Rodrigues et al., 

2012). Para a obtenção do volume da substância branca foi utilizado o seguinte cálculo: o 

volume total da secção da medula subtraido da soma dos volumes da substância cinzenta e 

cavitação. Seis secções abaixo da lesão foram usadas para a contagem dos neurônios motores 

no corno anterior da medula espinal.  

 

3.3 Resultados 

 

3.3.1 Avaliações biológicas 

 

 Com relação aos pré-requisitos para classificação das células como CTMs, as mesmas 

foram rotineiramente acompanhadas através de microscópio óptico para avaliação de sua 

morfologia fibroblastoide e capacidade de aderência ao plástico da placa de cultivo por 

aproximadamente doze passagens. Em seguida, as mesmas foram submetidas aos protocolos 

descritos e foram eficientemente capazes de diferenciar-se com os meios adipogênico, 

osteogênico e condrogênico, como pode ser observado na figura 7. As células foram capazes 

de produzir gotículas de gordura, coradas em vermelho no interior das células, caracterizando 

adipócitos (Figura 7D); glicosaminoglicanas, corados em azul, acompanhados de mudança na 

morfologia celular, evidenciando os condrócitos (Figura 7E); e matriz óssea, corada em 

vermelho no exterior das células (Figura 7F). 

Na análise imunofenotípica da cultura primária de CTMs, foram utilizados anticorpos 

monoclonais anti-humanos contra os marcadores celulares característicos de células-tronco. As 

células mostraram positividade para CD29 (99,8%), CD90 (99,7%), CD105 (99,7%), CD44 
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(99,8%), CD73 (99,8%). Já os marcadores de células hematopoéticas apresentaram baixa 

expressividade de CD14 (0,1%), CD34 (<0,1%), CD184 (0,1%), CD45 (<0,1%) (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Caracterização das CTMs. Microfotografias da diferenciação celular. (A) Controle 

Adipogênico, (B) Controle condrogênico, (C) Controle osteogênico, (D) Diferenciação 

adipogênica, (E) Diferenciação condrogênica, (F) Diferenciação osteogênica. A escala 

corresponde a 100 μm. Caracterização imunofenotípica das CTM. Houve baixa expressão 

(<2%) para (I) CD45 e CD184, (J) CD14 e CD34.  Positividade (>99,5%) para (K) CD44 e 

CD73, (L) CD90 e CD29, (M) CD105. 
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3.2 Capítulo I 
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3.3 Capítulo II 

 

Manuscrito: Stem cells from human exfoliated deciduous teeth modulates early astrocyte 

response after spinal cord contusion – a ser submetido à revista Neuroscience.  
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Abstract 

Transplantation of stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED) has been 

proposed as a possible treatment strategy for spinal cord injuries (SCI) due to its potential for 

promoting tissue protection and functional recovery. The aim of present study was to investigate 

the effects of the early transplantation of SHED on progenitor cells number, glial scar formation 

and astrocytic reaction after an experimental model of SCI. Methods: Wistar rats were 

spinalized using NYU impactor. Animals were randomly distributed into 3 groups: Control 

(Naive) (animal without manipulation); SCI (laminectomy followed by SCI, treated with 

vehicle); SHED (SCI treated with intraspinal transplantation of 3x105 SHED, 1 h after SCI). 

Six, twenty-four and forty-eight hours after lesion, the Flow Cytometry to vimentin + cells was 

performed to verify the number of neural progenitor cells; and, ELISA technique was run to 

quantify the expression of GFAP and S100B in the spinal cord samples. Six hours after 

contusion, Western Blot was run to verify the expression of aquaporin 4 and Kir 4.1 in the 

spinal cord tissue. Immunofluerescence, Flow Cytometry and Dot Blot of SHED in the culture 

phase were run to confirm the presence and the possible release of S100B in the medium. 

Twenty-four, forty-eight hours after lesion, SHED group increased the number of cells 

expressing vimentin in the spinal cord. SHED were able to reduce the early glial scar formation, 

reducing GFAP, and promote early astrocyte reaction, increasing the expression of inward 

rectifying potassium channel (Kir). In vitro, SHED showed express vimentin and calcium 

binding protein (S100B), which may be contributing as paracrine signaling to tissue 

modifications.  

Key words: Spinal cord injury, human dental pulp stem cells, glial scar formation, 

progenitor cells.   
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1. Introduction  

Spinal cord injury (SCI) is an incapacitating condition that disconnects axons of 

neuronal cells, promoting deficits such as the loss of voluntary movements and sensation; its 

worldwide incidence is 10 to 49 individuals per million (Lee et al., 2014). The primary injury 

is caused by traumatic spinal cord damage, that is difficult to be prevented or treated (Oyinbo, 

2011); after that, a cascade of events known as secondary injury will destroy neurons that were 

not damaged in the primary one (Cerqueira et al., 2013). Cell death caused by spinal cord injury 

involves neurons, glial cells and progenitor cells present in the spinal cord (Casella et al., 2006; 

Nicola et al., 2017; Seki et al., 2007). These events are mediated mainly by microglial cells, 

that regulate inflammation and phagocyte debris, and by astrocytes, that proliferate and act in 

the formation of the glial scar (Beck et al., 2010; Burda and Sofroniew, 2014). The natural 

replacement of progenitor cells after spinal cord lesion leads to the production of new glial cells, 

which can be considered a potential therapeutic target (Seki et al., 2007). 

Astrocyte proliferation and migration can be seen as from seventy-two hours after the 

injury (Nicola et al., 2017) and the characteristic hypertrophy is a consequence of the increased 

expression of intermediate filaments, such as the glial fibrillary acidic protein (GFAP), a 

process named reactive astrocytosis or astrogliosis (Ridet et al., 1997; Sofroniew, 2009). 

Astrocytes bear unique and dynamic cytoarchitecture and phenotypic features activated by 

changes in the microenvironment. They express a wide range of receptors and ion channels that, 

interconnected with glial cells and neurons, regulate the water transport across membranes in 

response to osmotic gradients by the water aquaporin 4 channel (Nesic et al., 2010; Saadoun 

and Papadopoulos, 2010; Tait et al., 2008), or by  buffering the potassium ion through Kir 4.1, 

an inward rectifying potassium channel (Kir) that removes potassium from extracellular 

medium (Allaman et al., 2011; Butt and Kalsi, 2006; Nichols and Lopatin, 1997; Sibille et al., 

2014). Along with that, astrocytes can also stimulate cell proliferation, migration and 
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differentiation via the production and release of calcium-binding protein B (S100B) (Donato et 

al., 2013; Raponi et al., 2007).  

Stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED) are self-renewing 

mesenchymal stem cells (MSCs), found within the perivascular niche of the dental pulp 

(Gronthos et al., 2000; Miura et al., 2003), that have been shown to reduce the early neuronal 

death (Nicola et al., 2017) and to promote functional recovery after engrafting into lesioned 

spinal cord (Nicola et al., 2016; Sakai et al., 2012; Taghipour et al., 2012). Such effects have 

been suggested to involve paracrine mechanisms that activate endogenous tissue repairing 

pathways (Matsubara et al., 2015; Sakai et al., 2012; Taghipour et al., 2012). Previous reports 

show the involvement of SHED in the secretion of specifics proteins to regulate the phenotype 

of macrophage cells (Matsubara et al., 2015) as well as the reduction of early inflammatory 

response and apoptosis, resulting in long-term motor neurons survival/preservation (Nicola et 

al., 2017).  

The present study was designed to verify the effects of SHED transplantation, one hour 

after spinal cord contusion, on tissue astrocyte reaction and on precursor cells proliferation in 

the acute phase of lesion; in addition, the potential of SHED to express neural, glial and 

precursor proteins in the in vitro phase was studied. The working hypothesis is that SHED will 

express glial and precursor cells proteins in vitro, and that after transplantation, they will reduce 

the early hypertrophy of astrocytes and stimulate the progenitor cells proliferation in the spinal 

cord of injured rats. 
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2. Results 

2.1. In vitro SHED characteristics 

  Immunofluorescence was run to verify the phenotype of SHED for specific proteins in 

the culture phase. As pictured in Figure 1, SHED did not express neuronal protein βIII-Tubulin 

and astrocyte GFAP; however, they expressed vimentin, a protein of quiescent neural 

progenitors and astrocytes, as well as S100B, which is found in astrocytes and 

oligodendrocytes. These results may indicate that SHED are promoting paracrine signaling by 

the release of S100B.  Interestingly, SHED presented 54.22 ± 5.93 % of S100B+ cells from 

flow cytometry analysis (Fig. 2 A, B and C). Dot Blot confirmed the presence of S100B in the 

SHED, as well as in the SHED medium, what suggests they could be actually releasing S100B 

(Fig. 2 D).  

 

2.2. Spinal cord vimentin+ cells  

 Vimentin+ cells were quantified six, twenty-four and forty-eight hours after lesion to 

the spinal cord to provide a measure of progenitor cells. There was an increase of vimentin+ 

cells in the spinal cord six hours after the injury in the SCI group (2.35 ± 0.17 % of vimentin+ 

cells) and in the SHED group (1.85 ± 0.17 % of vimentin+ cells), as compared to naive rats 

(0.86 ± 0.08 % of vimentin+ cells) (Fig. 3) [F(2.16) = 23.31, P < 0.05]. SHED presented 

increased number of vimentin+ cells in the spinal cord tissue twenty-four (2.64 ± 0.15 % of 

vimentin+ cells) and forty-eight hours after lesion (2.26 ± 0.12 % of vimentin+ cells). It is 

suggested that SHED influenced the cell proliferation of vimentin+ cells or induced the 

vimentin protein expression in cells that were not expressing it before, or both. 
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2.3. GFAP and S100B expression 

ELISA to evaluate the GFAP and S100B expression in spinal cord tissue was run six, 

twenty-four and forty-eight hours after lesion. Six hours after lesion, SCI (32 ± 11.76% of 

GFAP expression) and SHED groups (49.92 ± 7.10% of GFAP expression) had reduced 

expression of GFAP in comparison to the Naive group (100 ± 13.71% of GFAP expression) 

(Fig. 4 A) [F(2.19) = 5.00, P < 0.05]. A further loss of GFAP was evidenced twenty-four hours 

in both spinalized groups, SCI (50.55 ± 8.21% of GFAP expression) and SHED (60.74 ± 8.21% 

of GFAP expression) (Fig. 4 A) [F(2.19) = 4.10, P < 0.05]. Interestingly, SCI caused an increase 

of GFAP expression measured forty-eight hours after lesion, recording 264.04 ± 37.38% of 

GFAP expression, while the SHED group (170.04 ± 15.20 % of GFAP expression) did not 

differ from Naive rats (100.00 ± 28.28 % of GFAP expression) (Fig. 4 A) [F(2.19) = 8.27, P < 

0.05]. The early over expression of this protein was reduced by SHED, suggesting that 

transplanted cells were able to prevent, or reduce, astrocytic hypertrophy. As regards to S100B, 

it was reduced only twenty-four hours after lesion in the SCI group (76.16 ± 1.55 % of S100B 

expression) [F(2.18) = 3.60, P < 0.05] and in forty-eight hours in the SHED group (69.35 ± 5.28 

% of S100B expression) (Fig. 4 B) [F(2.18) = 6.68, P < 0.05]. This result shows that SHED was 

able to delay the reduction of S100B seen 24h after SCI. 

 

2.4. Astrocyte AQP4 and Kir4.1 expression 

 The contents of AQP4 and Kir4.1 were studied six hours after spinal cord injury by 

Western Blot of (Fig. 5 A). The AQP4 expression was reduced both in SCI (82.72 ± 12.89 % 

of control) and SHED (82.52 ± 1.67 % of control) groups (Fig. 5 B) [F(2.12) = 3.90, P < 0.05]. 

Interestingly, the Kir4.1 expression remained in control levels in the SCI group (104.33 ± 34.27 

% of control) while SHED transplantation caused an increase of expression (158.37 ± 30.12 % 

of control) (Fig. 5 C) [F(2.13) = 5.48, P < 0.05]. These results indicate that SHED 
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transplantation, although not affecting AQP4, the main brain water channel, caused an increase 

in the expression of the inward rectifier potassium channel Kir4.1.      

 

3. Discussion  

 The effects of SHED transplantation on tissue astrocytic cells in the acute phase of spinal 

cord injury, for the first time, were assessed starting just six hours after the injury. Results 

demonstrated that SHED protected the spinal cord against astrocytic hyperplasia as from forty-

eight hours, promoted a delay in the reduction of calcium-binding protein S100B between 

twenty-four and forty-eight hours, and favored the increment of progenitor cells, increasing the 

number of vimentin+ cells in the spinal cord, at least until forty-eight hours. Tissue astrocytic 

cells showed to be modified after SHED transplantation, as increasing the expression of the 

inward rectifying potassium channel Kir4.1. Tissue astrocytes modifications probably have 

been induced by the release of S100B protein, a protein found in the culture phase of SHED as 

well as the expression of vimentin.    

Adult spinal cord presents multiple populations of progenitor cells in the ependymal 

region and in the parenchyma (Blades et al., 1998; Seki et al., 2007; Yamamoto et al., 2001). 

In response to a spinal cord lesion, these progenitor cells are rapidly replaced by a second 

quiescent stem/progenitor population (Seki et al., 2007), which are suggested as a therapeutic 

target to be stimulated to proliferate (Obermair et al., 2008), aiming better tissue response and 

functional recovery after spinal cord contusion (Yamamoto et al., 2001). The vimentin is a 

protein present in quiescent neural progenitors and astrocytes cells (Blades et al., 1998; Encinas 

et al., 2006) that up-regulates after spinal cord injury, and this increase in the adult rodent spinal 

cord may signify a reversion to an earlier developmental state of these cells, which may 

facilitate the axonal growth and the plasticity (Blades et al., 1998).  Six hours after lesion, 

vimentin was increased, remaining at high levels until forty-eight hours. SHED transplantation 
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increased the number of vimentin cells, overexpressing vimentin+ cells from twenty-four, 

maintaining until forty-eight hours, which may mean an increase of tissue plasticity.  

 Spinal cord injury leads to astrocytes proliferation and hypertrophy by GFAP 

upregulation (Frisén et al., 1995; Nicola et al., 2017). Tightly interweave of their processes 

helps in the glial scar formation, which inhibits the neurite outgrowth and restricts axonal 

regeneration (Ahuja et al., 2017; Frisén et al., 1995; McKeon et al., 1991). For decades, the 

reduction of the glial scar has been a goal for SCI (Xu et al., 2015); however, their ablation 

leads to increase neuron and oligodendrocyte loss with reduction of hind limbs motor 

performance (Faulkner, 2004). A reduction of GFAP expression was seen twenty-four hours 

after lesion, as expected by natural astrocyte loss at this time (Casella et al., 2006; Nicola et al., 

2017); interestingly, there was an increase of GFAP expression forty-eight hours, which SHED 

transplantation was able to keep at normal levels. The reduction of GFAP expression was 

confirmed in a late phase of spinal cord contusion, without neuronal and functional 

impairments, contrariwise, promoting neuronal survival and functional recovery (Nicola et al., 

2016; Sakai et al., 2012). The reduced GFAP expression, as seen here, suggests an early 

inhibitory action of SHED on glial scar formation after SCI. 

 Calcium binding protein S100B as GFAP have been suggested as a good marker for 

central nervous system damage and SCI (Lee et al., 2010; Vos et al., 2010). There was a 

reduction of S100B expression twenty-four hours after injury, returning to normal levels at 

forty-eight hours. SHED transplantation slows this decline of S100B twenty-four hours, 

confirming the drop in levels only at forty-eight hours, being different from the Naive group. 

To our knowledge, this is the first description of S100B measurement in the intracellular 

medium at six, twenty-four and forty-eight hours after lesion. The result expected is a raise of 

tissue S100B from seventy-two hours (Do Carmo Cunha et al., 2007); however, it was a 

limitation of the present study that took the experiments up to forty-eight hours.   
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 Besides GFAP and S100B, key astrocyte proteins as water channel protein aquaporin-

4, related with edema (Chen et al., 2016; Saadoun and Papadopoulos, 2010) and inward 

rectifying potassium channel Kir4.1, related to the withdrawal of potassium from the 

extracellular medium (Butt and Kalsi, 2006; Hibino et al., 2010), were evaluated six hours after 

lesion. The spinal cord injury reduces the AQP4 levels in the spinal tissue in the acute phase 

(Nesic et al., 2006), corroborating with the results presented here. At six hours SHED were not 

able to prevent the loss of AQP4 in the spinal tissue, suggesting no influence of SHED on 

AQP4, i.e., no interference in the formation of edema. Both AQP4 and Kir4.1 may be 

coexpressed in the central nervous system (Nagelhus et al., 2004), and a wide-spread and loss 

of Kir4.1 is expected after 7 days of spinal lesion (Olsen et al., 2010). Six hours after injury, 

SCI group kept normal levels of Kir4.1 in the spinal cord while SHED provided an increase, 

i.e., probably there was an increase of potassium inward from extracellular medium to 

intracellular medium of astrocyte, which favors the neuroprotection described previously 

(Nicola et al., 2017; Sakai et al., 2012) by reducing the neuronal excitability (Butt and Kalsi, 

2006). 

 There were some astrocyte modifications after SHED transplant in the spinal cord. To 

evaluate how SHED might be interfering in these modifications, the imunnofluorescence, flow 

cytometry and dot blot were run in the in vitro phase. SHED express protein related to 

neuroprotection, axonal elongation (Matsubara et al., 2015) and neural progenitor cells such as 

nestin (Sakai et al., 2012; Taghipour et al., 2012), and here, labeled with vimentin, a cytoskeletal 

component found in immature neural cells (Encinas et al., 2006). The expression of mature 

neuronal cells and GFAP proteins by SHED are controversial in the literature (Ellis et al., 2014; 

Sakai et al., 2012); here, they were not expressed by SHED. Another protein found by 

immunofluorescence was S100B. Flow cytometry and dot blot was performed to confirm the 

presence of the S100B. As shown here, previous report confirms the presence of S100B in the 
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SHED by flow cytometry (Sakai et al., 2012). Our expectations were that SHED would be 

releasing the expressed S100B, and the dot blot to S100B was run to confirm this hypothesis. 

S100B is secreted or released from astrocytes, and has double trophic and toxic effects on 

neurons, astrocytes and microglia, depending on the concentration (Donato et al., 2013, 2009). 

To support the idea that transplanted SHED stay producing and releasing acceptable levels of 

S100B to promoting positive tissue modifications, at the environmental conditions of lesion, 

more studies are needed.  

 Summarizing, SHED transplantation in the acute phase after spinal cord contusion 

promoted an increase of progenitor cells as from twenty-four hours, suggesting an influence in 

the tissue plasticity after lesion. Grafted SHED reduced the increase of GFAP expression forty-

eight hours, promoting an early inhibition of glial scar formation. The acute transplantation of 

SHED modulated astrocytic proteins such as S100B, delaying the decrease of levels of this 

protein and promoting an increase of a key protein related to potassium buffer, essential to 

reducing the neuronal excitability. In vitro, the SHED showed express S100B protein, a protein 

expressed by astrocytes and oligodendrocytes, that can be released an act as trophic or toxic 

agent. Flow cytometry confirmed the presence of S100B and by Dot Blot showed that this 

protein is also present in the SHED medium, indicating a probable release or secretion of this 

protein, which may act as a trophic or toxic factor.  

   

4. Experimental Procedure 

4.1 Isolation and culture of SHED 

Stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED) were collected, isolated and 

cultured according to the protocol of Bernardi and colleagues (Bernardi et al., 2011). The donor 
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gave written informed consent to participate in the study, which was approved by the Ethics 

Committee of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul (#296/08). 

Dental pulp was removed and incubated at 37°C for 60 min in buffer with 300,000 U/mg 

of type 1 colagenase (Gibco, USA). Dental pulp cells were removed from the dental 

parenchyma and cultivated as previously described (Luisi et al., 2007). All pulp tissue was 

removed (crown and root) from the dentin and the resulting cell suspension was seeded onto a 

12-well plate (5x103 cells/cm2). Twenty-four hours after the initial plating, the culture medium 

DMEM (Dulbecco's) supplemented with 10% fetal bovine serum (Laborclin, Brazil) and 1% of 

penicilin/estreptomicin (Sigma-Aldrich®) was changed and every 3 or 4 days, thereafter. A 

passage using trypsin-EDTA 0.5% (Sigma-Aldrich, USA) was performed when 90% of 

confluence was reached, to loosen the cells from the plate. The density of seeded cells in each 

passage was 104 cells/cm2. Cells of the 5th passage were utilized for cell transplantation and for 

culture characterization analysis.  

 

4.2 Characterization of mesenchymal stem cells by flow cytometry  

106 cells from cultivated human exfoliated teeth in the 5th passage (n=3) were incubated 

with the following conjugated antibodies against human cell surface molecules: CD29, CD34 

(hematopoietic stem/progenitor cells/endothelium), CD44, CD45, CD73, CD90 (common 

leukocyte antigens), HLA-DR (human leukocyte antigen, class II), CD14 

(monocyte/macrophage), CD184 and STRO-1 (Stromal Cell Surface Marker) (PharMingen-BD 

Biosciences, USA), conjugated with FITC (Santacruz, USA) or PE (PharMingen-BD 

Biosciences, USA) as previous reported (Nicola et al., 2016). Data acquisition was performed 

using the FACSAria III flow cytometer (BD Biosciences, USA) and 10,000 events were 

analyzed using FACS Diva 6.1.3 software (BD Biosciences, USA) (Bernardi et al., 2011; 

Nicola et al., 2016). 
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4.3 Experimental Design 

Male Wistar rats aged 2 months (200–250 g body weight) were obtained from the 

Animal House of the Instituto de Ciências Básicas da Saúde of the Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul. They were maintained in a temperature-controlled room (21±2°C) on a 12/12 h 

light/dark cycle, with food and water available ad libitum. All procedures were in accordance 

with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals adopted by the National Institute 

of Health (USA) and with the Federation of Brazilian Societies for Experimental Biology. The 

study was approved by the Research Ethics Committee of the University (#26116). The animals 

were randomly divided into three experimental groups: Naive (without any manipulation); SCI 

(laminectomy followed by SCI and treated with vehicle); SHEDs (SCI treated with SHEDs). 

Two experiments were run: 1) spinal cord samples were collected 6, 24 and 48 hours after lesion 

in order to perform ELISA for GFAP and S100B,  flow cytometry to quantify vimentin+ cells 

and Western blot analysis of AQP4 and Kir4.1 (n = 7-8 per group); 2) the immunofluorescence 

to βIII-Tubulin, vimentin and S100B markers, flow cytometry to quantify the number of 

S100B+ cells and Dot Blot to verify the presence of S100B in the SHED medium were 

performed in the SHED (n = 3 cultures) in the in vitro phase. Naive rats were used as controls 

for the first experiment, aiming to reduce the number of experimental animals. There was a 

10% death rate after the surgical procedure. Animal care was in accordance with the Multicenter 

Animal Spinal Cord Injury Study (MASCIS) protocols (Weeks and Hart, 2004).  

 

4.4 Spinal cord injury and SHED transplantation 

The animals were previously anesthetized with a mixture of xylasine (100–150 mg/kg) 

and ketamine (60–90 mg/kg). Laminectomy was performed at the level of 9th thoracic vertebra 

(T9) and injury was induced through the drop of a 10 g weight from 25 mm height by the use 

of New York University Impactor device (NYU-Impactor®; W.M. Keck Center for 
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Collaborative Neuroscience, USA) (Nicola et al., 2016; Park et al., 2013). The SHED group 

received the administration of 3×105 cells diluted in 0.9% NaCl. Cell suspension (10-µL) was 

injected at the lesion site 1 h after the injury with a 25-µL sterile Hamilton syringe, and carried 

out without immunosuppression (Xavier Acasigua et al., 2014). Animals were sutured 

following the surgical procedure and housed in individual cages; bladder evacuation was 

performed daily until function was restored. Antibiotic (Enrofloxacino, Bayer, Brazil; 6 mg/kg) 

was administered for 7 days after the procedure to prevent infection.  

 

4.5 ELISA of GFAP 

Spinal cords were homogenized in PBS (50 mM NaCl, 18 mM Na2HPO4, 83 mM 

NaH2PO4·H2O, pH 7.4), containing 1 mM EGTA and 1 mM phenylmethyl-sulphonyl fluoride 

(PMSF). Microtiter plates (96-well flat-bottom) were coated overnight at 4°C with 100 μL of 

TBS containing 70 μg of protein. Plates were then washed three times with 0.05 % Tween-

20/TBS and blocked with 2 % bovine serum albumin for 2 h at room temperature. After 

blocking, anti-GFAP antibody (polyclonal anti-GFAP rabbit antibody, diluted 1:1000) was 

incubated for 2 h at room temperature in 0.5 % albumin/TBS. After washing with 0.05 % 

Tween-20/TBS, a second incubation with peroxidase-conjugated anti-rabbit, diluted 1:1000, 

was carried out for 1 h at room temperature. Peroxidase substrate (Sigma Fast OPD) was added 

and incubated for 30 min in the dark after washing twice with 0.05% Tween-20/TBS and once 

with TBS, 0.2 mL. The reaction was stopped by the addition of 50µL 3NHCl and the absorbance 

was read at 492nm on a Microtiter plate reader (Tecan-Spectra, Japan). The standard GFAP 

curve ranged from 0.1 to 10 ng/mL (Tramontina et al., 2007). Results were expressed as % of 

Naive. 
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4.6 ELISA of S100B 

Spinal cords were homogenized in PBS (50 mM NaCl, 18 mM Na2HPO4, 83 mM 

NaH2PO4·H2O, pH 7.4), containing 1 mM EGTA and 1 mM phenylmethyl-sulphonyl fluoride 

(PMSF). Plates were previously coated overnight at 4oC with 100 µL of a fresh 1/1000 dilution 

of monoclonal anti-S100B in 50 mM carbonate–bicarbonate buffer (pH 9.5). Plates were 

washed three times with 200 µL of washing buffer (0.1% BSA in PBS containing 0.05% 

Tween-20). Blocking solution (2% BSA, 150 µL) were incubated for 1 h at room temperature. 

Plates were washed once with 200 µL of washing buffer. Then, 50 mM Tris buffer (pH 8.6) 

containing 50 µL of samples (diluted with PBS containing 0.2% BSA) or standard curve (range 

from 0.0019 to 1 ng/mL) were incubated for 2 h at 37oC on a warming plate. Plates were washed 

three times with 200 µL of washing buffer. Polyclonal anti-S100B antibody (diluted 1/5000 in 

0.5% BSA - 100 µL) was incubated for 30 min at 37 oC. Plates were washed three times with 

washing buffer (200 µL). 100 µL anti-rabbit peroxidase-conjugated diluted 1/5000 in 0.5% 

BSA were incubated for 30 min at 37oC. Plates were washed three times with 200 µL of washing 

buffer and once with 200 µL PBS. 200 µL of a fresh solution of Sigma Fast OPD were incubated 

in the dark, for 30 min at room temperature. 50 µL of 3MHCl were added and microplates were 

read at 492 nm. The standard S100B curve ranged from 0.02 to 1 ng/ml. Results were expressed 

as % of Naive (Leite et al., 2008). 

 

4.7 Flow cytometry analysis 

The spinal cords (Experiment 1) and SHED (Experiment 2) were dissociated with 

Trypsin / PBS (0,006 g/ mL) (Sigma-Aldrich - T2600000) and the cells were then permeabilized 

with 0.1% PBS Triton X-100 for 10 min at room temperature, blocked for 15 minutes with 3% 

normal goat serum (Sigma-Aldrich - G9023). After blocking, the cells were incubated with 

primary antibodies against Vimentin (Mouse, Sigma Aldrich – V2258) and S100B (Rabbit, 
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Sigma Aldrich – SAB2106315), at final concentrations of 1:100, at room temperature for 2 h. 

The cells were washed twice with PBS and incubated for 1hour with IgG antibody Alexa-fluor 

633 anti-rabbit and IgG antibody Alexa-fluor 488 anti-mouse, at a final concentration of 1:200. 

Negative controls were included for setting up the machine voltages and to determine the 

negative region of dot plot. The emission of fluorochromes was recorded through a specific 

band-pass fluorescence filter: red (FL-4; 670 nm long pass) or green (FL-1; 488 nm long pass). 

Fluorescence emissions were collected using logarithmic amplification. Data from 10,000 

events (intact cells) were acquired and the number of cells was determined after exclusion of 

debris events from the data set. The number of cells in each quadrant was computed and cells 

stained separately was expressed as the percentage of positive immune labeled cells (Heimfarth 

et al., 2013). All flow cytometric acquisitions and analyses were performed using FACSCalibur 

(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) and Flow Jo software v10.1 (Weis et al., 2012; 

Nicola el al., 2017). 

 

4.8 Immunofluorescence  

Plates with stem cells were washed with PBS and were permeabilized in 0.25% PBS-

Triton X and then blocked with 1% albumin for 30 min. Primary antibodies against neuronal 

microtubule β-III Tubulin protein (Rabbit IgG, 1:200, Abcam - ab18207); against glial fibrillary 

acidic protein GFAP (Mouse IgG, 1:200, Sigma Aldrich - G3893); against progenitor neural 

cells Vimentin (Mouse, 1:100, Abcam – ab8978) and against calcium binding protein S100B 

(Mouse, 1:200 Sigma Aldrich - AMAB91038) were used. This procedure was carried out in 

1% albumin in PBS-Tx at 4 °C for 24 h. Following PBS washes, sections were incubated with 

secondary antibody anti-mouse Alexa 488 (1:500, Molecular Probes, Invitrogen, USA) or 

secondary antibody anti-rabbit Alexa 555 (1:500, Molecular Probes, Invitrogen, USA). A laser 
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scanning confocal microscope (Olympus FV 1000, Japan) was used for the visualization of 

fluorescent labeling. 

 

4.9 Western Blotting 

Tissue was homogenized in lysis buffer containing 50 mM of Tris-HCl, 4% SDS, and 

EDTA 2mM; it was boiled and received 25% of a solution containing 5% β-mercaptoethanol, 

40% glycerol, and 0.02% bromophenol blue. Proteins were analyzed, using equal amounts of 

20 µg, through 4-12% SDS-PAGE (Mini-PROTEAN, Bio-Rad – 1658004) and subsequently 

transferred to nitrocellulose membrane (Trans-blot SD semi-dry transfer cell, Bio-Rad –

1703940) for 1 h in transfer buffer (48 mM Trizma, 39 mM glycine, 20% methanol).  The 

nitrocellulose membranes were washed for 10 min in Tris-buffered saline (TBS; 0.5 M NaCl, 

30 mM Trizma, pH 7.5), followed by incubation overnight  at 4ºC in a blocking solution (TBS 

plus 2% bovine serum albumin and 0.05% Tween 20). After incubation, the blot was washed 

three times for 5 minutes with TBS plus 0.05% Tween-20 (T-TBS) and then incubated 

overnight at 4 °C in blocking solution containing the primary antibodies, at a final dilution of 

1:1000. Primary antibodies used: against AQP4 (Rabbit, Millipore - AB3594) and against 

Kir4.1 (Goat, Santa Cruz - sc-23637). The blot was then washed three times for 5 minutes with 

T-TBS and incubated for 1 h in solution containing peroxidase conjugated anti-rabbit IgG (GE 

Life Sciences - RPN4301), anti-mouse IgG (Millipore - 402335) or anti-goat IgG (Abcam - 

AB6741) diluted 1:10000. The blot was washed again three times for 10 minutes with T-TBS 

and once for 10 minutes with TBS. The chemiluminescence signal was detected using an ECL 

Kit (GE Life Sciences - RPN2109). Immunoblots were quantified by scanning the membranes 

in ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare Life Sciences - United Kingdom) and determining 

optical densities through Image Studio Lite V5.0 (LI-COR Biosciences – US). Results were 
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expressed as the ratio of intensity of the protein of interest to that of anti-β-actin from the same 

membrane. 

 

4.10 Dot Blot 

 SHED was homogenized in ice-cold lysis buffer (10 mM KCl, 150 mM NaCl, 10 mM 

Hepes, 0.6 mM EDTA, 1% NP 40, 1% glycerol, and 1% protease inhibitor cocktail) pH 7.9, 

and centrifuged at 1000g for 30 min. Equal protein concentrations of spinal cord tissue, SHED, 

SHED medium and medium samples (20 µg/well of total protein, determined using a 

commercial kit BCA Protein Assay [Thermo Scientific, U.S.A]) were loaded onto 

nitrocellulose membranes. Thirty minutes later, the blot was incubated for 2 h in the blocking 

solution [Tris-buffered saline (TBS; 0.14 M NaCl, 2.4 mM Trizma, pH 7.7) plus 5% bovine 

serum albumin], followed by incubation overnight at 4oC with anti-S100B (Mouse, Sigma 

Aldrich - AMAB91038), at a final dilution of 1:1000. The blot was then washed three times for 

5 min with Tween-TBS and incubated for 2 h in solution containing peroxidase-conjugated 

anti-mouse IgG (Millipore – 402335) diluted 1:1000. The blot was washed again three times 

for 10 min with Tween-TBS and once for 10 min with TBS. The signal was detected using a 

chemiluminescence ECL Kit (GE Life Sciences – RPN2109), scanning the membranes in 

ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare Life Sciences – United Kingdom) (Grimpe, 2004). 

 

4.11 Statistical analysis 

Data are presented as mean ± standard error of the mean (SEM). One-way ANOVA was 

used to analyze quantitative data, followed by Duncan post hoc test to reveal differences 

between the groups whenever indicated. Significance was assumed at P<0.05. All analyses were 

carried out using IBM SPSS Statistics software v.19. 
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Figures and Legends  

 

Figure 1. Representative immunostaining of β-III tubulin, GFAP, Vimentin and S100B to 

SHED in the in vitro phase (n = 3). 
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Figure 2. Flow cytometry and Dot blot of SHED in the in vitro phase labeled with S100B. Gate 

of cells (A); S100B+ cells in the SHED sample (B); and negative control (C). Dot blot showing 

positive control, spinal cord tissue sample labeled with S100B, SHED in the cultured phase, the 

medium of SHED and the medium only (D) (n = 3).   

 

 

Figure 3. Flow cytometry of vimentin+ cells at six, twenty-four and forty-eight hours after 

spinal cord lesion; Naive, SCI and SHED experimental groups. Data expressed as mean ± SE. 
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Data expressed as mean ± SE. *Difference from the Naive group, p< 0.05. #Difference from 

the SCI group, p< 0.05 (n = 7 – 8 per group). 

 

Figure 4. ELISA of GFAP (A) and S100B (B) expression in Naive, SCI and SHED groups, run 

six, twenty-four and forty-eight hours after spinal cord lesion. Data expressed as mean ± SE. 

*Difference from the Naive group, p< 0.05. #Difference from the SCI group, p< 0.05 (n = 7 – 

8 per group). 

 

Figure 5. Western blot analysis of AQP 4 and Kir 4.1 run six hours after spinal cord injury; 

Naive, SCI and SHED experimental groups. Representative images of AQP 4 and Kir 4.1 (A). 
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Quantification of AQP 4 (B) and of Kir 4.1 (C). Data expressed as mean ± SE. *Difference 

from the Naive group, p< 0.05 (n = 7 – 8 per group). 
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4. DISCUSSÃO 

 

 Os resultados aqui apresentados confirmam a hipótese de trabalho, em que o transplante 

das células-tronco derivadas do dente decíduo humano é capaz de promover a recuperação 

funcional, reduzir o volume de lesão e preservar neurônios motores na medula espinal de ratos 

submetidos à lesão medular por contusão. Análises quantitativas dos neurônios, astrócitos, 

macrófago/microglia e células T foram realizadas no período agudo e subagudo para entender 

a influência do transplante das SHED na manutenção, proliferação ou migração dessas células 

após a lesão medular. O transplante das SHED foi capaz de reduzir a perda de neurônios no 

período agudo após a lesão, mas não foi capaz de reduzir a perda de astrócitos e de microglia. 

Na fase subaguda, ocorre um aumento do número de astrócitos e de células T no parênquima 

da medula espinal, sendo que o transplante das SHED foi capaz de inibir a entrada de células T 

e reduzir o aumento expressivo das células astrocitárias. Seis horas após a lesão o número de 

neurônios em processo de apoptose reduziu no grupo que recebeu o transplante de SHED. 

Sugere-se a partir desses resultados que o transplante de SHED reduz a morte neuronal por 

inibir ou reduzir as vias de ativação da morte celular, confirmados posteriormente pela redução 

da expressão de TNF-α e a manutenção da expressão da BCL-XL.  

 Em relação à presença de células precursoras na medula espinal ao longo dos períodos 

agudo e subagudo após a lesão medula, verificou-se um aumento de células vimentina + na 

medula espinal dos animais tratado com as SHED, em comparação com os demais grupos em 

24 horas e 48 horas, sugerindo maior plasticidade tecidual da medula espinal dos animais que 

receberam SHED. Em apoio a esta sugestão, verificou-se que o transplante foi capaz de inibir 

a superexpressão de GFAP 48 horas após a lesão, reduzindo, portanto, a hipertrofia astrocitária 

que contribui para a formação da cicatriz glial. Os efeitos do transplante por meio dos agentes 

produzidos pelas SHED e que podem estar sendo liberados e interagindo com o tecido são 

múltiplos; por meio da análise do fenótipo dessa células, in vitro, identificou-se que são capazes 

de expressar vimentina, uma proteína presente em células precursoras, e S100B. A S100B 

também foi encontrada no meio de cultura das SHED, indicando a liberação dessa proteína 

pelas SHED e um possível efeito parácrino que pode estar atuando após o transplante na medula 

espinal.  
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4.1 Déficits funcionais e volume da lesão 

 

É esperado que após a lesão medular os animais apresentassem déficits funcionais 

quando avaliados por meio da escala BBB dois dias após a lesão e que, por se tratar de uma 

lesão por contusão, os animais lesados apresentem algum grau de recuperação espontânea 

parcial (Basso et al., 1995; Rodrigues et al., 2012; Sakai et al., 2012). A recuperação funcional 

promovida pelo transplante das SHED, já descrita na literatura (de Almeida et al., 2011; Nicola 

et al., 2016; Taghipour et al., 2012), foi confirmada neste trabalho, indicando a efetividade do 

transplante. Os animais que receberam o transplante apresentaram maior pontuação na escala 

BBB a partir da primeira semana em comparação com os animais que não receberam o 

tratamento; essa diferença permaneceu até a sexta semana após a contusão. O efeito benéfico 

precoce, tendo em vista a diferença na melhora funcional na primeira semana após o transplante 

das SHED, sugere um efeito neuroprotetor por parte das SHED sobre a medula espinal (Nicola 

et al., 2016; Sakai et al., 2012; Taghipour et al., 2012), efeito que é reforçado, em teoria, pela 

preservação tecidual.  

 Uma vez que os déficits funcionais tendem a ser proporcionais à gravidade da lesão, ou 

seja, a perda de tecido causa comprometimento funcional (Basso et al., 1996), a preservação 

tecidual na medula dos animais que receberam o transplante de célula-tronco, verificada pelo 

menor volume da lesão seis semanas após, justifica a melhora dos déficits funcionais 

provocados pelo trauma medular. Além de preservar maior quantidade de tecido no local de 

lesão, o grupo SHED apresentou um maior número de neurônios motores no corno anterior da 

medula espinal, abaixo do nível da lesão, justificando a melhora da capacidade de se locomover. 

Ainda, houve forte correlação positiva entre a quantificação dos neurônios motores no corno 

anterior da medula espinal e os escores obtidos no último dia de avaliação funcional (BBB), 

sugerindo que a capacidade de locomoção dos membros posteriores depende da presença dessas 

células abaixo do local da lesão. 

 

4.2 Morte neuronal e neuroproteção 

 

 A presença de motoneurônios abaixo da lesão no grupo SHED sugere a preservação 

dessas células, eventual proliferação ou diferenciação das SHED em neurônios. Considerando 

a neuroproteção como possível mecanismo (Nicola et al., 2016; Sakai et al., 2012; Taghipour 

et al., 2012), avaliou-se a presença de neurônios ao longo dos períodos agudo e subagudo na 
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medula espinal após a lesão medular. A partir dessa avaliação foi possível observar o ponto 

crítico na linha de tempo aonde ocorre a maior perda de células neuronais na medula espinal. 

De acordo com evidências prévias (Casella et al., 2006), os neurônios morrem de modo 

progressivo após a lesão medular, estabilizando quarenta e oito horas após a lesão. O transplante 

de SHED foi capaz de reduzir a morte neuronal, estabilizando a perda já às vinte quatro horas 

após a lesão, ou seja, a redução do número de neurônios cessa, nos animais que recebem o 

tratamento, vinte quatro horas antes do esperado. O número basal dos neurônios encontrados 

na medula dos animais controle Naive estão de acordo com achados prévios (Burish et al., 

2010).  

A apoptose é um importante processo de morte celular programada ativado após a lesão 

medular (Crowe et al., 1997; Emery et al., 1998; Grossman et al., 2001; Liu et al., 1997; Lou et 

al., 1998; Ríos et al., 2015). Com o objetivo de avaliar a morte específica de neurônios na 

medula espinal, utilizou-se a técnica de citometria de fluxo com dupla marcação para neurônios 

(MAP-2) e apoptose (caspase 3 clivada) seis horas após a lesão. A caspase 3 é uma enzima 

conhecida por iniciar o processo de apoptose (Elmore, 2007) e muito utilizada para verificar a 

apoptose após a lesão medular, sendo o aumento da expressão ou presença da caspase 3 clivada 

relacionada com a morte celular (Emery et al., 1998; Ríos et al., 2015). Seis horas após a lesão 

há um aumento na presença de caspase 3 clivada nos neurônios da medula espinal dos animais 

que sofrem a lesão medular; porém, quando tratados com o transplante de SHED, há uma 

redução na sua expressão, ou seja, reduz-se o número de células neuronais em processo de 

apoptose. Este é um dos achados originais desta Tese, demonstrando a redução da morte 

neuronal precoce promovido pelo transplante das SHED e sugerindo uma relação com a 

sobrevida dos motoneurônios visualizados seis semanas após a lesão por meio da técnica 

histológica.  

As vias de ativação da apoptose são complexas e envolvem uma cascata de eventos 

moleculares dependentes de energia. Este trabalho avançou no estudo das duas principais vias 

da morte por apoptose: a via extrínseca, ativada, por exemplo, pelo receptor de morte celular 

TRADD (da sigla em inglês: TNF receptor-associated death domain) que está posicionado na 

membrana celular por meio da citocina fator de necrose tumoral alfa (TNF-α); e a via intrínseca 

ou mitocondrial, que depende da integridade da membrana dessa organela (Elmore, 2007). A 

expressão do TNF-α no tecido após a lesão medular se mostrou aumentada seis, quarenta e oito 

e setenta e duas horas após a contusão; isso provavelmente ativou o receptor de morte, 

posicionado na membrana celular, que iniciou a ativação das capases e o aumento da expressão 
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da caspase 3 clivada (Elmore, 2007; Qiu et al., 2001). O grupo SHED demonstrou um aumento 

nos níveis de TNF-α apenas em seis horas, sendo menor do que o apresentado pelo grupo lesão, 

ou seja, foi capaz de reduzir a superexpressão dessa citocina no tecido.  

Analisando a via intrínseca, mitocondrial, a lesão medular reduz a expressão da proteína 

BCL-XL, proteína constitutiva dessa organela (Elmore, 2007; Qiu et al., 2001). Portanto, pode 

estar relacionado com a perda da função, aumento da permeabilidade ou até mesmo o 

rompimento da membrana mitocondrial, o que favorece a liberação de enzimas pró apoptóticas 

como a citocromo c oxidase (Holohan et al., 2008), que quando em contato com o citosol, ativa 

a via das caspases (Elmore, 2007). O transplante de SHED manteve os níveis basais da 

expressão de BCL-XL, sugerindo a manutenção da permeabilidade e integridade da membrana 

mitocondrial, e provavelmente, impedindo a morte por apoptose (Green and Reed, 1998; 

Holohan et al., 2008; Sawatzky et al., 2006). Em conjunto, a inibição da superexpressão da 

citocina TNF-α e a manutenção dos níveis de BCL-XL, provavelmente contribuíram para 

reduzir a morte neuronal por apoptose seis horas após a contusão. No entanto, outros 

mecanismos podem estar atuando para que ocorra a morte celular e que estão sujeitos à 

modulação das SHED. 

 Eventos citotóxicos que promovem o influxo de cálcio através dos receptores de N-

metil-D-aspartato (NMDA) e as citocinas pró-inflamatórias podem induzir a apoptose por meio 

da ativação da enzima neuronal oxido nítrico sintase (nNOS) (Anwar et al., 2016; Blomgren et 

al., 2007; Holohan et al., 2008) que, uma vez ativada, aumenta os níveis de óxido nítrico que 

pode causar danos irreversíveis à membrana mitocondrial (Blomgren et al., 2007). Em relação 

a essa via, estudamos apenas a expressão de nNOS e EAAT3, transportador de aminoácidos 

excitatórios neuronal, responsável pela remoção do glutamato do espaço extracelular. O 

tratamento com o transplante de SHED reduziu a superexpressão da enzima nNOS na medula 

espinal, sugerindo o favorecimento da homeostase das concentrações do oxido nítrico no 

parênquima. De modo a reforçar a ideia em que o aumento da disponibilidade do oxido nítrico, 

representado pelo aumento da expressão da enzima nNOS, pode promover a morte por 

apoptose, demonstrou-se uma correlação positiva entre a expressão de nNOS e apoptose 

neuronal, assim como o aumento nos níveis de TNF-α se correlaciona com a apoptose neuronal. 

Além desses dois fatores, o aumento no transportador de aminoácidos excitatórios 3 (EAAT3) 

nos animais lesionados pode ser interpretado como um aumento na necessidade de captação de 

glutamato do meio extracelular. O grupo que recebe o transplante de SHED aumenta a 

expressão desse transportador, mas o aumento é menor quando comparado com o grupo lesão; 
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ou seja, o transplante de SHED foi capaz de reduzir a superexpressão do EAAT3. Esses 

resultados são apenas indicativos de outros mecanismos em que as SHED podem estar atuando, 

contudo, novos estudos são necessários para o completo esclarecimento.  

 Para entender um pouco melhor a morte dos neurônios é preciso saber como as demais 

células do sistema estão reagindo a lesão medular e ao tratamento com o transplante de células; 

para tal, a citometria de fluxo também foi realizada para a quantificação de astrócitos, 

macrófagos/microglia e células T presentes na medula espinal dos animais.  

 

4.3 Sistema imune – macrófagos/microglia e células T  

 

 A resposta imune mediada por macrófagos/microglia desempenha um papel importante 

na lesão secundaria, devido a liberação de citocinas e realização da fagocitose (David and 

Kroner, 2011). Os resultados aqui apresentados demonstram que há aumento progressivo da 

presença de macrófagos/microglia no parênquima da medula espinal dos animais que sofrem a 

lesão medular, um efeito que não é influenciado pelo transplante das SHED, ou seja, há um 

aumento progressivo da presença em ambos grupos lesionados, com ou sem tratamento (Dereli 

and Yaliman, 2010; Matsubara et al., 2015). Assim como os macrófagos, as células T, células 

do sistema imune periférico se infiltram no tecido após a lesão (Benjelloun et al., 1999), 

aumentam o processo inflamatório e contribuem para o processo de morte celular (Fathali et 

al., 2013). Esse aumento no número de células T no tecido foi visualizado apenas setenta e duas 

horas após a lesão no grupo não tratado. O transplante de SHED foi capaz de inibir a entrada 

das células T. Sugere-se, então, que as SHED possam estar inibindo a sinalização por meio de 

quimiocinas presentes nos vasos após o dano (Jones et al., 2005); porém, mais estudos são 

necessários para verificar essa hipótese.  

 Com a ocorrência do aumento progressivo de células do sistema imune na medula 

espinal, esperou-se um aumento na produção e liberação de citocinas pró inflamatórias, como 

o TNF-α. De modo especial, nos tempos de quarenta e oito e setenta e duas horas após a lesão, 

o aumento no número de macrófagos e TNF-α foi visualizado apenas no grupo lesão, enquanto 

que no grupo SHED houve apenas o aumento no número de macrófagos/microglia. De acordo 

com Matsubara e colegas (2015), as SHED não são capazes de interferir na entrada de 

macrófagos, mas têm a capacidade de modular seu fenótipo e função alternando de um estado 

pró-inflamatório (M1) para um estado anti-inflamatório (M2) (Matsubara et al., 2015).  
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4.4 Modulação do astrócito 

 

Assim como os neurônios, os astrócitos morrem na fase aguda após a lesão medular 

(Casella et al., 2006) e ao contrário do esperado, o transplante de células-tronco derivadas do 

dente não interferiu na morte precoce dos astrócitos, que ocorreu nas primeiras vinte e quatro 

horas após a lesão. Já após setenta e duas horas da lesão há um aumento no número de astrócitos, 

interpretada como hiperplasia (Burda and Sofroniew, 2014), sendo que a proliferação e a 

hipertrofia dos astrócitos são respostas típicas à presença de lesão e estão associadas à formação 

da cicatriz glial (Ridet et al., 1997; Sofroniew, 2009). O grupo que recebe o tratamento com as 

SHED mantêm o número de astrócitos igual ao controle Naive setenta e duas horas. Essas 

alterações no número de astrócitos setenta e duas horas após a lesão medular provavelmente 

não interferiram na morte neuronal, já que essa ocorre de modo mais agudo, em seis e vinte 

quatro horas após a lesão.   

Outro fator importante é que a superexpressão de GFAP causa o entrelaçamento dos 

processos astrocitários e contribui para a formação da cicatriz glial, constituindo uma barreira 

física à proliferação e regeneração de neuritos (Ahuja et al., 2017; Frisén et al., 1995; McKeon 

et al., 1991). Durante décadas a redução da cicatriz glial, por meio de enzimas que degradam 

substâncias produzidas pelo astrócito como o sulfato de condroitina ou até mesmo por meio da 

supressão gênica, tem sido perseguida para o tratamento da lesão medular (Xu et al., 2015). No 

entanto, a remoção completa dessa resposta aumenta a perda de neurônios e oligodendrócitos 

e, por consequência, há redução da função motora dos membros posteriores (Faulkner, 2004). 

Vinte e quatro horas após a lesão há uma redução na expressão da GFAP na medula espinal, 

quando verificado pelo método de ELISA, corroborando com a reduzida presença dessas 

células no parênquima, descritos nessa tese e na literatura prévia (Casella et al., 2006). O 

aumento na expressão de GFAP se deu quarenta e oito horas após a lesão. O grupo que recebeu 

o transplante de SHED foi capaz de manter os níveis normais da expressão de GFAP em 

quarenta e oito horas, restringindo a expressão de GFAP; resultado que também é visto em 

tempos posteriores à quarenta e oito horas, seis semanas após a lesão, por exemplo (Nicola et 

al., 2016; Sakai et al., 2012). Ou seja, o transplante de células derivadas do dente após a lesão 

medular é capaz de reduzir precocemente a formação da cicatriz glial no parênquima da medula.   

Além da GFAP,  os astrócito produzem e secretam a S100B, proteína ligante de cálcio, 

que tem sido sugerida como um bom marcador para o dano em estruturas do encéfalo e também 

para as lesões na medula espinal (Lee et al., 2010; Vos et al., 2010). Os animais submetidos à 
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lesão medular apresentaram menor expressão da S100B na medula espinal vinte e quatro horas 

após a lesão, retornando aos níveis basais em quarenta e oito horas. Com a intervenção do 

transplante de células de polpa de dente humano, houve um retardo no decréscimo da expressão 

da S100B, estando reduzida apenas em quarenta e oito horas após a lesão. Essa redução que 

ocorreu nas primeiras vinte e quatro horas após a lesão no grupo lesão está de acordo com os 

resultados encontrados a partir da técnica da citrometria de fluxo, onde foi evidenciado uma 

redução significativa de células astrocitárias nesse mesmo tempo, corroborando com a redução 

na expressão da S100B. A literatura descreve que o aumento na produção e liberação da S100B 

tem relação com a severidade da lesão, mas que isso só é esperado a partir de setenta e duas 

horas após o dano (Do Carmo Cunha et al., 2007); uma limitação do presente trabalho, que só 

avaliou a resposta dessa proteína até as quarenta e oito horas. 

O astrócito exerce um papel importante na homeostasia local, realizando o controle 

hídrico através dos canais de água específicos dessa célula, como a aquaporina-4; a diminuição 

ou ausência dessa proteína é relacionada com o edema no local da lesão (Chen et al., 2016; 

Saadoun and Papadopoulos, 2010). Outra importante função astrocitária é a retirada do potássio 

extracelular através dos canais retificadores de potássio Kir 4.1, também específicos do 

astrócitos (Butt and Kalsi, 2006; Hibino et al., 2010). A expressão dessas duas proteínas foi 

avaliada seis horas após a lesão na medula espinal, e como esperado, houve uma redução na 

expressão de AQP4 no grupo que recebeu apenas lesão (Nesic et al., 2006). O transplante de 

SHED não foi capaz de prevenir essa redução da expressão da proteína AQP4, sugerindo a não 

influencia das SHED sobre a expressão de AQP4 e, portanto, na formação do edema. É natural 

que ocorra uma redução da expressão de Kir 4.1 sete dias após a lesão medular (Olsen et al., 

2010), aqui, se verificou um aumento na expressão dessa enzima apenas para o grupo tratado 

com o transplante de SHED seis horas após a lesão. Esse resultado indica um possível efeito 

neuroprotetor, uma vez que, o aumento nos canais retificadores de potássio pode representar 

uma diminuição da concentração de potássio no meio extracelular, favorecendo a redução de 

excitabilidade neuronal (Butt and Kalsi, 2006).    

 

4.5 Aumento do potencial das células progenitoras endógenas 

 

Tendo o conhecimento da modulação astrocitária com redução da cicatriz glial, já 

documentada, espera-se que o tecido tenha aumentado a sua capacidade de plasticidade, o que 

inclui o aumento de células progenitoras. Tanto no sistema nervoso central quanto na medula 
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espinal são encontradas células no estágio inicial de diferenciação celular, normalmente na 

região periventricular e no canal central da medula espinal; essas células são denominadas 

células ependimárias (Blades et al., 1998; Seki et al., 2007; Yamamoto et al., 2001). Na 

ocorrência de um evento deletério ao sistema, essas células ependimárias são rapidamente 

substituídas por uma segunda população de células, com a mesma característica de uma célula 

progenitora, tronco (Seki et al., 2007); essas são consideradas um possível alvo terapêutico 

(Obermair et al., 2008; Yamamoto et al., 2001). Uma forma de identificar a presença dessas 

células progenitoras na medula espinal é por meio da presença da proteína vimentina, presente 

em células progenitoras neurais (Blades et al., 1998; Encinas et al., 2006). Há um aumento na 

expressão da proteína vimentina após a lesão medular, podendo significar um aumento no 

número de células progenitoras neurais na medula espinal ou a dediferenciação de células 

maduras, ou seja, o retorno à estágios mais precoces do desenvolvimento celular, o que tornaria 

o tecido mais “maleável” e susceptível à plasticidade neuronal (Blades et al., 1998). Seis horas 

após a lesão, por meio da citometria de fluxo, identificou-se maior número de células 

expressando vimentina no parênquima da medula espinal, permanecendo os níveis elevados até 

quarenta e oito horas após a lesão. O transplante de SHED acompanha o aumento na expressão 

da vimentina, porém esse aumento é significativamente maior do que o encontrado no grupo 

lesão a partir de vinte e quatro horas. Esse aumento no número de células expressando 

vimentina significa um aumento no número de células com características de células 

progenitoras, que por si só, já representa um evento de plasticidade tecidual.  

 

4.6 Estudo do fenótipo das SHED na fase de cultura  

 

 Para melhor entender as modificações no comportamento tecidual e celular promovidos 

pelo transplante das células-tronco é preciso realizar estudos que elucidem o fenótipo dessas 

células candidatas ao transplante. As técnicas de imunofluorescencia, de  citometria de fluxo e 

Dot Blot foram realizadas na fase in vitro das SHED para verificar o perfil de expressão para 

marcadores de células progenitoras, neural e astrocitária. Matsubara e colaboradores (2015) 

demonstraram que nessa fase as SHED são capazes de expressar proteínas relacionadas com a 

neuroproteção e plasticidade axonal (Matsubara et al., 2015), bem como a nestina, proteína 

expressa por células progenitoras neurais (Sakai et al., 2012; Taghipour et al., 2012). Aqui, 

demonstrou-se que as SHED expressam vimentina, proteína de citoesqueleto de células 

precursoras neurais (Encinas et al., 2006), mas não expressam proteínas de astrócitos maduro 
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(GFAP) ou de neurônio maduro (βIII-Tubulina). A expressão de proteínas de células maduras 

pelas SHED tem-se demonstrado controverso na literatura (Ellis et al., 2014; Sakai et al., 2012). 

A S100B, como já descrito nesta Tese, é uma proteína expressa por astrócitos e 

oligodendrócitos que pode ser liberada no meio extracelular e pode atuar como um fator trófico 

ou tóxico (Donato et al., 2013, 2009), foi encontrada nas SHED por meio da citometria de fluxo, 

imunofluorescencia e Dot Blot; corroborando com os achados na literatura (Sakai et al., 2012). 

Pela primeira vez se identifica a S100B no meio de cultura das SHED e sugere-se que estas 

células-tronco possam estar liberando a S100B. Contudo, ainda não é possível afirmar se a 

liberação da proteína S100B por parte das SHED é um dos mecanismos responsáveis pela 

neuroproteção promovida pelo transplante de SHED após a lesão medular. 

 Resumindo, a presente Tese trouxe à luz a resposta a um dos porquês o transplante das 

células de dente decíduo humano promove a recuperação funcional e também abre terreno para 

novos questionamentos. Confirmou-se que o transplante das SHED promove a recuperação 

funcional e reduz a perda tecidual na medula espinal, e isso faz com que neurônios motores 

sobrevivam no corno anterior da medula espinal. Ficou claro que os efeitos do tratamento com 

SHED iniciam logo após o transplante, reduzindo a morte neuronal precoce; um efeito 

produzido pela menor entrada de células do sistema imune e menor resposta inflamatória, 

medida pela presença do TNF-α. Com a redução da hiperplasia e hipertrofia astrocitária e o 

aumento no número de células expressando vimentina, sugere-se maior plasticidade tecidual 

com potencial para a formação e regeneração de neuritos.    
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5. CONCLUSÃO 

 

 Os dados obtidos por meio dos experimentos desenvolvidos nesta tese permitem 

concluir que o transplante de células-tronco derivadas do dente decíduo humano é capaz de 

promover a recuperação funcional, reduzir o volume da lesão e preservar o número de neurônios 

motores, verificados seis semanas após o transplante. O efeito neuroprotetor do transplante das 

SHED é decorrente da menor morte neuronal, no período agudo após a lesão. As SHED são 

capazes de inibir a entrada de células T, e de reduzir a hiperplasia astrocitária, que certamente 

contribuíram para a redução da citocina pró-inflamatória TNF-α e ao dano na mitocôndria, 

favorecendo a manutenção dos níveis normais de BCL-XL . Além desses marcadores, as 

SHED são capazes de interferir nos níveis do transportador de aminoácidos excitatórios 

(EAAT3) e da enzima neuronal oxido nítrico sintase (nNOS), indicando uma possível 

modificação nos níveis de glutamato no meio extracelular e na produção de óxido nítrico. A 

hiperplasia astrocitária foi minimizada na presença das SHED na medula espinal dos animais, 

assim como n a expressão de Kir 4.1, o qual sofreu aumento, indicando uma possível aumento 

na captação de potássio pelos astrócitos na presença de SHED. Por fim, as SHED foram capazes 

de aumentar o número de células vimentina positivas na medula espinal lesada, ou seja, 

promoveu maior plasticidade tecidual. Essas alterações em células vimentina positivas, bem 

como em astrócitos, podem ser em decorrência da produção e liberação da proteína S100B, 

visualizado na fase in vitro, antes do transplante das SHED na medula lesada.   

 De modo resumido, os resultados estão apresentados na figura 7.  
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Figura 07. Infográfico dos principais resultados da presente Tese. As células tronco foram extraídas da polpa de dente decíduo humano (SHED), preparadas e implantadas 

1 hora após a lesão na medula espinal de animais submetidos à lesão medular por contusão. Identificou-se que as SHED foram capazes de inibir a superexpressão de TNF-α, 

reduzir a expressão de nNOS, manter a integridade mitocondrial, aumentar a expressão de KIR 4.1 e de reduzir a apoptose neuronal na medula espinal, seis horas após a lesão. 

Em 24 horas, observou-se um aumento na proporção de células precursoras e a manutenção da expressão de S100B na medula espinal. Em 48 horas há a inibição da 

superexpressão de GFAP e redução na expressão de S100B. A entrada de células T na medula espinal é bloqueada na presença das SHED, bem como o aumento dos níveis de 

TNF-α em 72 horas após a lesão. Em seis semanas, observou-se redução no volume da lesão, aumento do número de neurônios motores no corno anterior da medula espinal e 

melhora na recuperação funcional. 
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6. PERSPECTIVAS  

  

1 – Estudar os efeitos do estimulo ou inibição da produção da proteína S100B das células-tronco 

de dente decíduo humano antes do transplante como forma de tratamento da lesão medular;  

 

2 - Verificar a influência do transplante das células-tronco de dente decíduo humano sobre as 

células endoteliais e moléculas de adesão na parede dos vasos após a lesão medular por 

contusão;  

 

3 – Estudar a excitotoxicidade glutamatérgica após a lesão medular experimental em ratos 

submetidos ao transplante de células-tronco de dente decíduo humano.   

 

4 – Verificar o número de oligodendrócitos e a entrada de células de Schwann na medula espinal 

após a lesão medular experimental em ratos submetidos ao transplante de células-tronco de 

dente decíduo humano.   
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8.1 Carta de aprovação da comissão de Ética no Uso de Animais da UFRGS (CEUA-UFRGS) 

 

 


