Pesq. Vet. Bras. 38(4):703-709, abril 2018
DOI: 10.1590/1678-5150-PVB-5165

Dantrolene e células-tronco mesenquimais promovem
melhora funcional em ratos Wistar com trauma
espinhal agudo!

Bruno B.]. Torres**, Bernardo C. Martins?, Carla Maria O. Silva?,
Mario Sérgio L. Lavor?, Sandro Coelho? Gabriela F. Siano? e Eliane G. Melo?

ABSTRACT.- Torres B.B.]., Martins B.C., Silva C.M.0., Lavor M.S.L., Coelho S., Siano G.F. & Melo
E.G. 2018. [Dantrolene and mesenchymal stem cells promote functional improvement
in Wistar rats with spinal cord injury.] Dantrolene e células-tronco mesenquimais
promovem melhora funcional em ratos Wistar com trauma espinhal agudo. Pesquisa
Veterindria Brasileira 38(4):703-709. Unidade Académica de Garanhuns, Universidade Federal
Rural de Pernambuco, Avenida Bom Pastor s/n, Boa Vista, Garanhuns, PE 55292-270, Brazil.
E-mail: brunobjtorres@yahoo.com.br

This study aimed to evaluate the effects of dantrolene (DAN) and mesenchymal stem cells
(MSCs) in acute spinal cord injury (SCI). Sixty Wistar rats were divided into groups MSCs,
MSCs + DAN, DAN, trauma and placebo (TP) and no trauma and placebo (STP). Laminectomy
was performed at T12 level in all animals, followed by a weight-drop model of SCI, except
for the STP group. An hour later, the MSCs + DAN and DAN groups received 10mg/kg of
DAN. After seven days, the MSCs and MSCs + DAN groups received 1x10° cells intravenously.
Behavioral tests were performed to assess functional recovery for 28 days. Traumatized
animals showed paraplegia. There was a significant improvement in groups MSCs, DAN and
MSCs + DAN compared to TP (p<0.05). It was concluded that DAN and MSCs for the treatment
of SCI in rats have neuroprotection effect and promote functional neurological improvement.

INDEX TERMS: Dantrolene, mesenchymal stem cells, functional improvement, Wistar rats, spinal cord
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injury, cellular therapy, calcium channel blockers, behavior rating scale, rats.

RESUMO.- Objetivou-se avaliar o efeito do dantrolene (DAN)
e das células-tronco mesenquimais (CTM) no trauma espinhal
agudo (TEA). Sessenta ratos Wistar foram divididos nos
grupos CTM, DAN + CTM, DAN, trauma e placebo (TP) e sem
trauma e placebo (STP). Realizou-se laminectomia de T12
em todos os grupos, seguida de TEA contusivo/compressivo,
com excecao do grupo STP. Uma hora depois, os grupos
DAN + CTM e DAN receberam 10mg/kg de DAN. Apoés sete dias
os grupos CTM e DAN + CTM receberam 1x10° células, por via
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intravenosa. Testes comportamentais foram realizados para
avaliar a recuperacgdo funcional durante 28 dias. Os animais
traumatizados apresentaram paraplegia. Houve melhora
funcional significativa nos grupos tratados com CTM, DAN ou
associacdo DAN + CTM em comparacdo ao grupo TP (p<0,05).
Conclui-se que o DAN e as CTM para tratamento de TEA
em ratos apresentam efeitos neuroprotetores e promovem
melhora neuroldgica funcional.

TERMOS DE INDEXACAO: Dantrolene, células-tronco mesenquimais,
recuperacgdo funcional, ratos Wistar, trauma espinhal agudo,
traumatismos da medula espinal, terapia celular, bloqueadores
dos canais de calcio, escala de avaliagdo comportamental, ratos.

INTRODUCAO

O trauma espinhal produz dano primario no local do
impacto, seguido por lesdo secundaria tardia que se estende
craniocaudalmente, levando a degeneracdo progressiva do
tecido neural. A neurodegeneracdo é caracterizada pela
perda de neuronios e células gliais e, consequentemente, gera
déficits funcionais motores, sensoriais e autonomicos. A lesao
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secundaria é desencadeada por uma série complexa de eventos
celulares que induz a morte por apoptose dentro de poucas
horas a varios dias ap6s o trauma inicial (Crowe et al. 1997,
Springer etal. 1999, Han et al. 2015, Yousefifard et al. 2016).

Dentre os varios estimulos que promovem ativacido dos
fatores apoptoéticos esta a sobrecarga do ion calcio (Ca?*)
no meio intracelular (Springer et al. 1999, Oo et al. 2015).
Estudos demonstram que a liberagido de Ca** das reservas
intracelulares, como reticulo endoplasmatico, leva ao seu
acumulo citoplasmatico que, por sua vez, sinaliza os neuronios
para apoptose (Springer et al. 1999, Kobayashi et al. 2005,
Oo etal. 2015).

Areversao desses eventos constitui uma das principais metas
no tratamento de pacientes com lesdo espinhal (Crowe et al.
1997, Dasari et al. 2007). Entretanto, devido a complexidade
das inter-relagdes entre os diferentes mecanismos moleculares
que participam das lesdes secundarias, é improvavel que uma
Unica linha terapéutica promova retorno funcional completo.

0 papel da maioria das terapias na fase aguda p6s-traumatica
deve ser preservar os ax6nios e maximizar suas funcdes,
ao mesmo tempo em que se objetiva limitar a subsequente
perda neuronal e glial (Coutts & Keirstead 2008, Han et al.
2015). Posteriormente, interven¢des que visam a regeneragao
funcional de axdnios lesionados e restauragio de conexdes supra
espinhais interrompidas, sao essenciais para a recuperacao
funcional do paciente (McCall etal. 2012). Areal necessidade
de terapias combinadas vem sendo amplamente aceita, e
agentes que possam atuar em diferentes vias de sinaliza¢ao
envolvidas diretamente nalesao secunddria sdo de particular
interesse.

O dantrolene, um inibidor da liberacdo de reservas
intracelulares de Ca?*, pelo bloqueio de receptores rianodina
presentes no reticulo endoplasmatico, surge como uma op¢do
terapéutica promitente (Kobayashi etal. 2005, Oo et al. 2015).
Seus efeitos neuroprotetores em modelos de trauma espinhal
ex vivo, in vivo e in vitro ja foram demonstrados (Thorell et al.
2002, Kocogullari etal. 2008, Aslan etal. 2009). Recentemente,
nosso grupo de pesquisa demonstrou, pela primeira vez, o
potencial efeito neuroprotetor do dantrolene por inibigao
de apoptose neuronal em modelo in vivo de trauma espinhal
agudo (TEA) (Torres et al. 2010a).

Adicionalmente, o uso de terapia celular é uma estratégia
promissora para o tratamento de doengas neurodegenerativas,
seja via acdo direta, por meio de sua diferenciacdo em
neurdnios que irdo substituir aqueles que foram lesionados
(Woodbury etal. 2000, Rooney et al. 2009), seja via supressao
de inflamacgdo local, ou pela estimulagdo da producdo de
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (Himes et al.
2006, Dasari etal. 2007, Sasaki et al. 2009, Osaka et al. 2010,
Oliveri et al. 2014), os quais, supostamente, favorecem a
neurogénese das células-tronco (CT) neurais endégenas e o
reparo tecidual (Jaerve et al. 2012, Yousefifard et al. 2016).

Entretanto, a baixa viabilidade das células ap6s transplante
para uma area lesada, obviamente restringe a eficacia dessa
promissora terapia (Oliveri et al. 2014, Zhang & He 2014).
Imediatamente apés o trauma, as CT transplantadas se
deparam com um microambiente isquémico, com pouca oferta
de nutrientes essenciais e oxigénio para um metabolismo
adequado, o que diminui sua sobrevivéncia e limita seus
efeitos neuroprotetores (Jaerve etal. 2012, Han et al. 2015).
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Espera-se que a utilizacdo de um farmaco neuroprotetor, como
o dantrolene, diminua a apoptose e preserve o tecido neural
aposainducdo do TEA. Isso resultaria em um microambiente
mais propicio para a sobrevivéncia das CT transplantadas,
determinando em melhoria da acdo reparadora promovida
por elas e, consequentemente, em recuperacdo funcional
neurologica.

Portanto, objetivou-se avaliar a recuperagao funcional
neurolégica de ratos Wistar submetidos ao trauma grave
da medula espinhal e tratados com dantrolene, CTM ou
associacdo de ambos, por meio de testes comportamentais
durante 28 dias.

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
UFMG, e recebeu protocolo de numero 46/2012. Utilizaram-se
60 machos adultos da espécie Rattus norvegicus, variedade Wistar,
com 20 semanas de idade e peso médio de 450g, mantidos em
ambiente com temperatura controlada em ciclos de claro-escuro de
12 horas, e com ragdo comercial para roedores e dgua ad libitum.
Os ratos Wistar foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos
experimentais com 12 animais cada (Quadro 1).

As CTM indiferenciadas foram isoladas das tibias e fémures
de cinco ratos Wistar de oito semanas de idade. Foram isoladas
e expandidas como descrito anteriormente (Song et al. 2014),
e cultivadas em meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino. O meio de cultura foi
trocado uma vez a cada trés dias, e as células ndo aderidas eram
descartadas. A identidade das CTM indiferenciadas foi confirmada
por sua propriedade de aderéncia ao plastico, morfologia celular e
expressao especifica dos antigenos de superficie. A caracterizagdo
morfolégica das CTM foi observada em microscopio de contraste de fase
invertida (IX70, Olympus, Toéquio, Japao). As CTM foram tripsinizadas
e coradas com anticorpos CD45, CD54 e CD90 (BD Pharmingen,
Franklin Lakes, NJ, EUA) marcados com fluoresceina para andlise
de citometria de fluxo.

Os ratos Wistar receberam medicagdo pré-anestésica a base
de tramadol (2mg/kg, via oral) seguida de indugdo e manutengdo
anestésicas com isoflurano por mascara em sistema semiaberto. Os
animais foram posicionados em dectbito esternal, preparados para
cirurgia asséptica e receberam antibioticoterapia profilatica a base
de cefalexina (30mg/kg, intravenoso) conforme Torres et al. (2010b).
Foi realizada cirurgia de laminectomia de T12, para exposi¢do
da medula espinhal integra envolta pelas meninges. Em seguida,
produziu-se o TEA, exceto no grupo STP. Para isso, empregou-se o
aparelho estereotaxico desenvolvido na EV-UFMG para contusdo

Quadro 1. Grupos experimentais

Identificagdo N  Laminectomia TEA 1horaapés 7 diasapds
CTM 12 Sim Sim Placebo CTM
CTM + DAN 12 Sim Sim DAN CTM
DAN 12 Sim Sim DAN Placebo
TP 12 Sim Sim Placebo Placebo
STP 12 Sim Nao Placebo Placebo

CTM = células-tronco mesenquimais, DAN = dantrolene, TP = trauma e

placebo, STP = sem trauma e placebo, N = nimero de animais por grupo,
TEA = trauma espinhal agudo.
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com peso de 70g que permaneceu por cinco minutos comprimindo
amedula espinhal exposta (Torres et al. 2010b).

Uma hora ap6s a laminectomia, os animais foram tratados com
10mg/kg de dantrolene (Dantrolen IV®. Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda. Itapira, SP, Brasil) ou volume equivalente de seu
placebo (agua estéril para injecdo), ambos pela via intraperitoneal,
conforme Torres et al. (2010a). Sete dias apds a cirurgia, os animais
foram tratados com 200uL de PBS contendo 1x10° de CTM ou
volume equivalente de seu placebo (200 pL de PBS), aplicados pela
veia lateral da cauda.

Os testes comportamentais foram realizados para avaliar a
funcdo neuroldgica dos animais, e basearam-se no método de escala
descritiva adaptada (MEDA) ja descrito anteriormente (Silva et al.
2008, Torres etal. 2010b) e consistiu na observagao da capacidade
motora (CM) e dos posicionamentos proprioceptivo (PP) e tatil (PT),
bem como da permanéncia em estagdo no plano inclinado (PI), e da
avalia¢do da sensibilidade dolorosa (SD). Todas as avaliagdes foram
realizadas 24 horas antes do procedimento cirurgico e, no periodo
pos-operatoério, foram realizadas em 24 horas e a cada trés dias até
0 282dia (0, 1°,4°, 7°, 10°, 13°, 16°, 19°, 22°, 25°, 28°).

Os escores foram submetidos a analise de variancia pelo teste de
two-way e a significancia entre as médias estabelecidas pelos testes
de Bonferroni, adotando como nivel de significancia 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As CTM aldgenas obtidas da medula 6ssea cresceram em
monocamada de células grandes, planas e com baixa densidade
de plaqueamento. A medida que as células se aproximavam
da confluéncia, assumiam morfologia fibroblastica, fusiforme
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(Fig.1). Utilizando a andlise de citometria de fluxo, as CTM
indiferenciadas de ratos demonstraram marcag¢do negativa
para CD45 (<2,45%), um marcador de superficie associado as
células linfo-hematopoiéticas (Ishii et al. 2005). Usando analise
de citometria de fluxo e imunocitoquimica, as células foram
positivas para CD54 e CD90 (82,27% e 87,89%, respectivamente)
(Fig.2), que sdo relatados como marcadores de superficie de
células-tronco mesenquimais (Dominici et al. 2006).
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Fig.1. Células-tronco mesenquimais indiferenciadas da medula
6ssea de ratos, cultivadas em garrafa T75 cm? contendo DMEM e
10% de soro fetal bovino, vista em microscopio invertido. 100um.
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Fig.2. Histogramas da citometria de fluxo com o padrio de expressdo das moléculas de superficie presentes em CTM indiferenciadas da
medula 6ssea de ratos apds oitava passagem. Estas células apresentaram imunomarcagio de 2,45% para o antigeno CD45, 82,27% para
0 CD54 e 87,89% para o CD90. M1 = imunomarcacdo positiva das células acima de 101.
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Apds os procedimentos cirtrgicos, os animais do grupo STP
permaneceram capazes de caminhar sobre a barra de 1,7cm
e também nao apresentaram nenhum déficit neurolégico nos
demais testes. Esses resultados estdo de acordo com os de
Silvaetal. (2008) e Torres etal. (2010b) que ndo observaram
déficits nos ratos submetidos somente a laminectomia.

Todos os animais dos demais grupos experimentais
que foram submetidos ao TEA (CTM, CTM+DAN, DAN e TP)
apresentaram déficit neuroldgico grave na primeira avaliagao
que ocorreu 24 horas ap6s o procedimento cirurgico.
No teste de CM (Fig.3) observou-se paraplegia dos membros
pélvicos e, portanto, incapacidade de apoio do peso sobre
os mesmos. Auséncia de resposta nos testes de SD (Fig.4),
PP (Fig.5) e PT (Fig.6) também foi observada, e os animais
ndo foram capazes de se manter em angulacdo superior a
602 no PI (Fig.7). Resultados semelhantes foram descritos
por Silva et al. (2008).

Nenhum dos animais traumatizados apresentou recuperacao
total das funcdes apds 28 dias de avaliagdo. Em todos os grupos,
exceto o TP, os ratos recuperaram progressivamente diferentes
graus de fungdo sensorial e motora ao longo do periodo de
avaliacdo, o que foi observado com maior intensidade nos
grupos tratados com CTM, dantrolene ou associagdo de ambos.

A partir do 49 dia os animais do grupo DAN apresentavam
SD (Fig.4) significativamente maior que os do grupo TP
(p<0,001), e a partir do 132 dia apresentaram recuperagao
semelhante aos animais normais do grupo STP (p>0,05).
Aos 7 dias, os animais do grupo DAN apresentavam maior
SD que os animais do grupo CTM (p<0,001) e CTM+DAN
(p<0,01). A partir do 72 dia os animais do grupo CTM+DAN
apresentavam SD significativamente maior que os do grupo
TP (p<0,01), e partir do 162 dia apresentaram SD semelhante
aos dos animais nao traumatizados do grupo STP (p>0,05).
No 109, 132 e a partir do 252 dia, os animais do grupo CTM
apresentavam SD significativamente maior que os do grupo TP
(p<0,001), e a partir do 252 dia apresentaram SD semelhante
a dos animais ndo traumatizados do grupo STP (p>0,05).
Os animais do grupo TP ndo apresentaram recuperagao da SD
em relacdo aos animais do grupo STP (p<0,001) em nenhum
momento durante o periodo de observacao.

No teste de CM (Fig.3), no 132 (p<0,05) e a partir do
199 (p<0,001) dia, os animais do grupo CTM apresentavam
apoio de peso nos membros pélvicos com déficit acentuado,
resultado significativamente maior que os do grupo TP, cujos
animais continuavam sem nenhuma movimentagdo nem apoio
de peso. A partir do 162 dia os animais do grupo CTM+DAN
apresentavam movimento bem visivel nos membros pélvicos,
sem apoio de peso, resultado significativamente maior que os
do grupo TP (p<0,05). A partir do 222 dia os animais do grupo
DAN apresentavam movimento bem visivel nos membros
pélvicos, sem apoio de peso, resultado significativamente
maior que os do grupo TP (p<0,05). Os animais do grupo TP
ndo apresentaram recuperacao da CM em relacdo aos animais
ndo traumatizados do grupo STP (p<0,001).

De forma semelhante, nos testes de PP (Fig.5) e PT
(Fig.6), somente os animais do grupo CTM apresentavam
melhora a partir do 222 dia em relagdo aos do grupo TP
(p<0,01). Os animais do grupo CTM+DAN, DAN e TP ndo
apresentaram recuperacdo de PP e PT em relacdo aos animais
ndo traumatizados do grupo STP (p<0,001).
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Fig.3. Grafico mostrando a evolu¢do dos escores (média) do teste de
Capacidade Motora (CM), segundo o método de escala descritiva
adaptada entre os grupos, durante 28 dias de avaliagdo de
ratos Wistar, submetidos a trauma espinhal agudo e tratados
com células-tronco mesenquimais (CTM), células-tronco
mesenquimais associadas ao dantrolene (CTM + DAN), dantrolene
(DAN) ou placebo (trauma e placebo - TP). Os animais do
grupo sem trauma e placebo (STP) foram submetidos apenas
a laminectomia sem trauma espinhal e foram tratados com
placebo. *p<0,05; **p<0,01; p<0,001.
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Fig.4. Grafico mostrando a evolucdo dos escores (média) do teste
de Sensibilidade Dolorosa (SD), segundo o método de escala
descritiva adaptada entre os grupos, durante 28 dias de avaliacdo
de ratos Wistar, submetidos a trauma espinhal agudo e tratados
com células-tronco mesenquimais (CTM), células-tronco
mesenquimais associadas ao dantrolene (CTM + DAN), dantrolene
(DAN) ou placebo (trauma e placebo - TP). Os animais do
grupo sem trauma e placebo o (STP) foram submetidos apenas
a laminectomia sem trauma espinhal e foram tratados com
placebo. *p<0,05; **p<0,01; p<0,001.
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No teste de PI (Fig.7), a partir do 222 dia, os animais do
grupo DAN apresentavam resultado significativamente maior
que os do grupo TP (p<0,05). A partir do 252 dia, os animais
do grupo CTM apresentavam resultado significativamente
maior que os do grupo TP (p<0,05). Os animais dos grupos
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Fig.5. Grafico mostrando a evolugdo dos escores (média) do teste
de Posicionamento Proprioceptivo (PP), segundo o método de
escala descritiva adaptada entre os grupos, durante 28 dias de
avaliacdo de ratos Wistar, submetidos a trauma espinhal agudo e
tratados com células-tronco mesenquimais (CTM), células-tronco
mesenquimais associadas ao dantrolene (CTM + DAN), dantrolene
(DAN) ou placebo (trauma e placebo - TP). Os animais do
grupo sem trauma e placebo (STP) foram submetidos apenas
a laminectomia sem trauma espinhal e foram tratados com
placebo. *p<0,05; **p<0,01; p<0,001.
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Fig.6. Grafico mostrando a evolucdo dos escores (média) do teste
de Posicionamento Tatil (PT), segundo o método de escala
descritiva adaptada entre os grupos, durante 28 dias de avaliacdo
de ratos Wistar, submetidos a trauma espinhal agudo e tratados
com células-tronco mesenquimais (CTM), células-tronco
mesenquimais associadas ao dantrolene (CTM + DAN), dantrolene
(DAN) ou placebo (trauma e placebo - TP). Os animais do
grupo sem trauma e placebo (STP) foram submetidos apenas
a laminectomia sem trauma espinhal e foram tratados com
placebo. *p<0,05; **p<0,01; p<0,001.

CTM+DAN e TP nao apresentaram melhora no teste de Pl em
relacdo aos animais ndo traumatizados do grupo STP (p<0,001).

Optou-se pelo trauma grave nos animais estudados, uma
vez que arecuperagdo espontanea e precoce ap6s TEA discreto
a moderado tem sido relatada, e pode dificultar a avaliagao
do tratamento proposto (Silva et al. 2008). Este evento pode
ocorrer em fun¢io da adaptacdo ou do retorno funcional dos
axonios temporariamente afuncionais que se mantiveram
intactos em meio ao tecido danificado (Sasaki et al. 2009,
McCall et al. 2012).

Existem poucos estudos que demonstram os efeitos do
dantrolene sobre a recuperagdo funcional neurolégica em TEA.
Aslan etal. (2009) observaram melhora funcional significativa
na avaliacdo pelo teste comportamental de Tarlov, em coelhos
New Zeland tratados com 10mg/kg de dantrolene em comparagao
aos animais ndo tratados, 24 horas ap6s realizacdo de trauma
espinhal, pelo modelo de baldo compressivo extradural.
Entretanto, questiona-se se a recuperacao funcional precoce
relatada estaria realmente associada ao efeito neuroprotetor
do farmaco, ou se seria recuperacdo espontanea, devido aum
trauma compressivo discreto.

Em estudo anterior, ndo foi possivel observar recuperacio
neurolégica funcional em modelo experimental idéntico ao
do presente estudo, cujos ratos foram tratados com 10mg/kg
de dantrolene e avaliados durante oito dias. Entretanto, esses
animais apresentaram maior preservacao neuronal (neurdnios
NeuN-positivos) e menor nimero de células apoptdticas
(caspase-3-positivas), em compara¢do aos animais que
receberam apenas placebo (Torres et al. 2010a). Por isso,
aventou-se a necessidade de avaliagdo clinica por tempo
prolongado para observar efeitos clinicamente positivos,
devido a gravidade do trauma.

Pl
4-
34 — CTM
= s — CTM*DAN
@ —— DAN
= 2 p * * - CP
—— N
1 T L T T T L T T T T T
I T TR T A R
Dias

Fig.7. Grafico mostrando a evolucdo dos escores (média) do teste
de Plano Inclinado (PI), segundo o método de escala descritiva
adaptada entre os grupos, durante 28 dias de avaliagdo de
ratos Wistar, submetidos a trauma espinhal agudo e tratados
com células-tronco mesenquimais (CTM), células-tronco
mesenquimais associadas ao dantrolene (CTM + DAN), dantrolene
(DAN) ou placebo (trauma e placebo - TP). Os animais do
grupo sem trauma e placebo (STP) foram submetidos apenas
a laminectomia sem trauma espinhal e foram tratados com
placebo. *p<0,05; **p<0,01; p<0,001.
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Adicionalmente, diversos estudos demonstram a capacidade
de recuperacdo neurolégica funcional de ratos submetidos
a TEA, ap6s utilizacdo de CT, via diferentes mecanismos de
acdo (Oliveri et al. 2014, Zhang & He 2014, Yousefifard et al.
2016). Numerosos estudos tém sugerido que é mais provavel
que as CTM atuem por mecanismos paracrinos transitorios
ao invés de sobreviverem por longo prazo e substituirem
as células danificadas (Oliveri et al. 2014, Han et al. 2015).
Além disso, é bem conhecido que, quando injetadas por via
intravenosa, as CTM sdo capazes de migrar para o local da
lesdo e secretar fatores anti-inflamatérios, imunomoduladores,
antiapoptéticos, troficos e angiogénicos, desempenhando
assim um papel neuroprotetor (Osaka etal. 2010, Jaerve et al.
2012, Zhang & He 2014).

E interessante observar que nas avaliagdes da CM o grupo
tratado com CTM apresentou retorno funcional precoce
(222 e 132 dia, respectivamente) em relacdo aos demais
grupos (CTM+DAN e DAN), quando comparados ao grupo que
recebeu somente placebo (TP). Isso sugere um possivel efeito
neuroprotetor das CTM sobre as vias motoras corticoespinhais
e rubroespinhais. Além disso, somente o grupo tratado com
CTM demonstrou melhora da PP e PT, sugerindo possivel
efeito benéfico das células sobre os tratos sensitivos gracil
e espinocerebelares. Em contrapartida, na avaliagio de P],
somente o grupo DAN resultou em recuperacdo neurolégica
funcional, o que sugere acdo desse farmaco sobre as vias
sensoriais e motoras, avaliadas pelo teste. Finalmente, o grupo
DAN apresentou melhores resultados sobre recuperacdo da SD,
sugerindo seus efeitos benéficos sobre os tratos espinotalamico
e espinorreticular. Em contrapartida, ao contrario do que se
esperava, a associacdo do DAN e CTM nao demonstrou efeitos
superiores que a utilizacdo dessas terapias isoladas sobre a
recuperacao funcional dos ratos. Talvez o efeito significativo
dessa associacdo possa ser observado com maior tempo de
observacao em estudos futuros.

0 efeito das CT transplantadas e do dantrolene pode
ter promovido melhor neuroplasticidade, seja por meio de
preservacao da integridade do tecido neural, fornecimento
de estimulos troéficos ou inibicdo da apoptose, limitando,
portanto, sua progressdo para areas adjacentes ao epicentro.

Além disso, a utilizagdo das CTM em ratos submetidos a
TEA tem demonstrado melhora funcional e diminui¢ao de lesdo
secundaria, tanto no transplante em sua forma indiferenciada,
quanto geneticamente modificada para maior expressdo das
neurotrofinas (Sasaki et al. 2009, McCall et al. 2012).

Independente do mecanismo de agdo das CTM indiferenciadas,
seja por transdiferenciagdo (Woodbury et al. 2000, Dasari et al.
2007, Rooney et al. 2009), por preservacdo e/ou formagao
de novos circuitos via sinaptogénese, por carreamento de
fatores neurotroéficos ou estimulo de sua produgiao endogena
(Himes etal. 2006, Osaka etal. 2010), parece consenso geral
que a elevacdo das neurotrofinas apresenta papel relevante
sobre tais melhoras dos pacientes traumatizados (Oliveri et al.
2014, Zhang & He 2014, Han et al. 2015).

Por fim, embora a diferenciagdo neural das CTM implantadas
ndo tenha sido objeto do atual estudo, sublinhar uma possivel
razdo para a melhoria funcional sensorial e motora dos animais
estudados é fundamental em estudos futuros. Além das
funcgoes diretas dessas terapias sobre o aumento dos fatores
neurotroficos, especula-se que o uso do dantrolene e das CTM
tenha proporcionado recuperagao funcional, via preservacdo
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de células nervosas e, consequentemente, de maior funcao
neuronal em longo prazo, que permitisse continuidade ao
estimulo da producdo e acdo das neurotrofinas endégenas.
Autilizagdo inovadora do dantrolene e das CTM pode ser uma
terapia promissora que deve ser estuda em mais detalhes,
e pode ser uma op¢do potencial para aplicacdo em outras
espécies com trauma espinhal agudo tanto em animais quanto,
futuramente, em seres humanos.

CONCLUSOES

O dantrolene e as CTM apresentam efeito neuroprotetor
e promovem melhora funcional neurolégica apés TEA grave
em ratos.

0 uso da associacdo de ambos ndo é capaz de promover
melhora funcional mais acentuada que aquela promovida
pelos tratamentos isolados.
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