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RESUMO 

 

A despeito do avanço na assistência do paciente com trauma raquimedular, atualmente 

não há tratamento específico para a lesão neurológica. A terapia com células-tronco 

mesenquimais da medula óssea (CMMO) tem-se mostrado uma técnica segura e promissora 

em diversas áreas médicas. O objetivo deste estudo é avaliar a segurança do transplante 

autólogo de CMMO para o tratamento de lesão medular crônica de origem traumática. Foram 

selecionados 14 pacientes paraplégicos (classificados como A na escala ASIA) com lesão 

medular torácica ou tóraco-lombar há mais de 6 meses. Eles foram inicialmente submetidos à 

aspiração de tecido da medula óssea da crista ilíaca, com posterior expansão e caracterização 

in vitro de CMMO e, por meio de procedimento microcirúrgico, introduziu-se a suspensão de 

CMMO na medula espinhal no nível da lesão. Os pacientes foram acompanhados 

clinicamente, com realização de exames funcionais e de imagem por um período de 6 meses 

após o procedimento cirúrgico. Houve mudança na escala ASIA em 7 pacientes, aumento da 

capacidade vesical em 5 pacientes e aparecimento de onda ao SSEP em 1 paciente. Durante 

todo o tempo de observação, não foram identificadas complicações potencialmente graves. O 

presente protocolo se mostrou seguro e, ainda, devido a melhoras significativas no quadro 

neurológico em boa parte dos pacientes, um método terapêutico potencialmente promissor 

para pacientes com trauma raquimedular.   

Palavras-chave: Trauma raquimedular. Células-tronco mesenquimais. Transplante. 

 

 

 

 

 

 

  



 7

ABSTRACT 

 

Despite the advancement in the care of patients with spinal cord injury, currently there 

is no specific treatment for neurological lesion. Therapy with mesenchymal stem cells from 

bone marrow (BMMC) has shown to be a safe and promising technique in various medical 

fields. The objective of this study is to evaluate the safety of autologous BMMC 

transplantation for the treatment of chronic spinal cord injury of traumatic origin.Fourteen 

paraplegic patients (classified as A in ASIA scale) with at least 6-month thoracic or 

thoracolumbar spinal cord injurywere selected. They underwent aspiration of bone marrow 

tissue from the iliac crest with further expansion and in vitro characterization; by means of 

microsurgical procedure, the BMMC suspension was introduced at the level of the spinal cord 

injury. A 6-month clinical follow-up was performed after surgery, including functional and 

imaging tests. There was a change in ASIA scale in 7 patients, increased bladder capacity in 5 

patients and appearance of the SSEP waveform in one patient. Throughout the observation 

period, no major complications were observed. The present protocol proved to be safe and, 

due to significant improvements in neurological symptoms in many patients, also a potentially 

promising therapeutic method for patients with spinal cord injury. 

Keywords: spinal cord injury, mesenchymal stem cells, transplant. 
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1.INTRODUÇÃO 

 

As lesões do Sistema nervoso central (SNC) tem como característica um 

comprometimento funcional significativo em um número expressivo de 

indivíduos.Observamos nas últimas décadas uma evolução no atendimento do paciente com 

lesão neurológica aguda, como na sistematização do atendimento ao traumatizado medular 

(STAHEL et al, 2012) bem como nos procedimentos de trombólise em relação ao acidente 

vascular cerebral agudo(SCHMITZet al, 2014). Apesar daevolução dos cuidados 

médicosnão há efetividade no tratamento da lesão neurológica estabelecida. 

Dentre as lesões do SNC a lesão medular modifica de forma aguda a capacidade de 

mobilidade e interação do indivíduo.Namaioriados 

casos,famíliasinteirassãomobilizadasparaoacompanhamentoetratamentodopaciente 

comdéficitneurológico.Ocustodiretodamanutençãodoprimeiroanoapósoacidentede 

umpacientecomlesãomedularcervicaldependentedeventilaçãomecânicaepodechegar a um 

milhão de dólares (NSCI,2012). 

A evolução tecnológica, associada ao aumento populacional nas grandes cidades,  ocorridos 

na sociedade ocidental no último século, teve como reflexo o aumento exponencial dos casos 

de traumatismos raquimedulares relacionados à violência civil urbana e aacidentes com 

veículos automotores. A incidência do trauma raquimedular nos países desenvolvidos e em 

desenvolvimento tende a se elevar continuadamente (DEVIVO, 2012).  

O desenvolvimento e sistematização do atendimento pré-hospitalar ao 

politraumatizado, associados a técnicas operatórias de estabilização interna, diminuíram a 

mortalidade e a incidência de complicações frequentes como infecção respiratória, 

trombose venosa profunda e escaras. Esta evolução levou a uma redução de 69% das taxas 

de mortalidade no primeiro ano após a lesão medular, em comparação com os dados 

estatísticos da década de setenta (DEVIVO,2012).A despeito desta evolução, entretanto, o 

tratamento especifico da lesão medular permaneceu uma questão ainda sem resposta. 

Com  o aumento da incidência do trauma raquimedular associado a uma redução das  taxas 

de mortalidade,há uma tendência de aumento da prevalência de pacientes que terão que 

conviver com algum grau de incapacidade física devido à lesão medular crônica. 

A prática médica atual classifica a lesão neurológica instalada decorrente do trauma 

raquimedular como irreversível. Fisioterapia e reabilitação são os tratamentos preconizados 

atualmente com a função de manter o tônus muscular e evitar anquiloses articulares. Na 

maioria dos serviços de reabilitação, o  paciente é  treinado para desenvolver um maior grau 
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de independência e ensinado a conviver  de forma resignada com as suas limitações 

funcionais. 

Em observação ao panorama árido que se descortina para o paciente com lesão medular,  o 

objetivo deste estudo é avaliar a possibilidade de uma nova terapia que 

possamodificaraevoluçãonaturaldalesãomedulartraumática.Pequenosganhosparaopaciente 

com lesão medular podem significar alterações dramáticas em sua qualidade de vida. 

No final do século passado inicia a revolução de uma nova forma de tratamento para 

patologias ditas intratáveis. Este tipo de tratamento, definido como medicina regenerativa,  

consiste em utilizar células, fatores de crescimento e diferenciação celulares, biomateriais 

que possibilitam que o próprio organismo regenere órgãos e tecidos lesionados. Alguns 

destes tecidos foram por muito tempo considerados como incapazes de regeneração como o 

Sistema Nervoso Central e tecidos musculares(SANTOS, SOARES & CARVALHO, 2004). 

O procedimento padrão da medicina regenerativa é o transplante de células-

tronco.Células-tronco são células com característica de se replicar e renovar por longos 

períodos mantendo um cariótipo normal(BIANCO&ROBEY, 2001). Estas células possuem 

a capacidade de  se diferenciar em diversos tipos celulares funcionais, tais como células 

hepáticas (LEEet al, 2004) ou células nervosas(WOODBURRYet al, 2002). 

Além da capacidade de diferenciação e reposição de tecidos danificados, as células-

tronco podem atuar de forma indireta na regeneracão de tecidos pela secreção de fatores 

tróficos, modulação da resposta inflamatória e substrato para o crescimento axonal(PARR 

et al, 2007; BARNABÉ & FRISÉN, 2008).  

Comaineficiênciadeoutrasabordagensparatratamentodalesãomedular,como por 

exemplo a farmacológica, a terapia celular emerge como uma estratégia válida a ser 

testada para tratamento da lesão medular traumática. 

Dentre os diversos tipos celulares que poderiam ser utilizados,definimos pelo uso 

de células-tronco mesenquimais para a realização deste estudo.Células-tronco 

mesenquimais são células 

adultasencontradasnoestromadeváriosórgãocomomedulaósseaetecidoadiposo,tem como 

característica a capacidade de se diferenciar, em meio especifico, em células de linhagem  

condrogênica,  adipogênica  e  osteogênica  (PITTINGER,  1999). A 

facilidadedeacesso,apossibilidadedeusoautólogoaexpansãoinvitroestávelesegura, sugerem 

que  este  tipo  especifico  de  célula-tronco seja adequado para utilização clínica.De fato 

as células-troncomesenquimaistemsidoutilizadascomsegurançaemensaiosclínicos para 

diversas doenças (HAREet al, 2009; LIANGet al, 2011; NINGet al,2008).  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1.OBJETIVO PRIMÁRIO 

Avaliar a exequibilidade e a segurança da infusão microcirúrgica de células-

tronco mesenquimais de medula óssea (CMMO) autólogas em pacientes com trauma 

raquimedular classificação ASIA A, com mais de 6 meses de lesão. 

 

2.2.OBJETIVO SECUNDÁRIO 

                - Avaliar a potencial eficácia do método na recuperação da função motora avaliada 

através de exame físico sistematizado. 

                -  Avaliar a potencial eficácia do método peloreestabelecimento na sensibilidade 

através do mapeamento com filamentos de Von Frey e exame clínico sistematizado. 

         - Avaliar a potencial eficácia do método na função urológica através de estudo 

urodinâmica. 

                - Avaliar a potencial eficiência do método em modificar o padrão isoelétrico 

encontrado no exame de SSEP pré-operatório  
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. TRAUMA RAQUIMEDULAR 

O trauma raquimedular é definido como uma lesão de qualquer causa externa na 

coluna vertebral que acomete medula ou raízes nervosas em um dos seus seguimentos. A 

lesão medular é considerada completa quando não há contração muscular nem sensibilidade 

abaixo do nível de lesão, sendo definida ao exame físico pela ausência de contração ou 

sensibilidade do esfíncter anal  (ASIA, 2002). O trauma raquimedular é considerado como 

trauma aberto, quando observa-se solução de continuidade, ou fechado, quando não há 

solução de continuidade com o meio externo. As causas mais comuns de lesão raquimedular 

são os acidentes com veículos automotores, as quedas de altura, acidentes em práticas 

desportivas e traumatismos relacionados a atos de violência (TUONO, 2008; NSCI,2012). 

 

3.2. EPIDEMIOLOGIA DAS LESÕES RAQUIMEDULARES 

A condição de lesão medular, embora seja relativamente rara em termos  estatísticos, 

emerge para o indivíduo como uma situação devastadora, que modifica completamente a sua 

relação com aspectos práticos da vida pessoal e em sociedade. Por outro lado, uma vez que a 

incidência da lesão medular traumática ocorre em uma faixa etária descrita como adulto 

jovem e economicamente ativa, o impacto financeiro para as famílias e para a sociedade 

deve ser seriamente considerado.Dados canadenses demonstram que a média de gasto direto 

individualpara pacientes portadores de lesão medular completa está em torno de 120.000 

dólares anuais,enquanto os pacientes com lesão incompleta teriam um custo de 42.000 

dólares ano (MUNSE et al, 2013; DRYDEMet al, 2005). A soma dos custos diretos e 

indiretos chegam a uma cifra de 3 milhões de dólares para pacientes com lesão cervical 

completa e 1,5 milhões de dólares para pacientes com paraplegia incompleta. O custo anual 

para o país com pacientes portadores de lesão medular está em torno de 2,67 bilhões de 

dólares (KRUEGER et al, 2013).  

Segundo o banco de dados norte-americano para o trauma raquimedular, a 

incidência do TRM é de cerca de 40 casos por milhão de habitantes, com a média de 12.000 

casos por ano nos Estados Unidos. A faixa etária média dos pacientes acometidos tem 

aumentado, estando atualmente em 41 anos. A principal causa da lesão medular traumática 

são os acidentes automobilísticos com 39,2%, seguido de acidentes por queda com 28,3% 

(NSCI, 2012). A prevalência dos indivíduos que sofreram trauma raquimedular nos Estados 

Unidos é de aproximadamente 270.000 pessoas, sendo a tetraplegia incompleta o tipo de 
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lesão mais encontrada (40,8%). Nesta população, o sexo mais acometido foi o masculino 

(80%) (NSCI, 2012).  

Globalmente, a incidência de trauma raquimedular na Europa e Austrália está em 15 

pacientes por milhão de habitantes (CRIPPSet al, 2011). Esta incidência nos países em 

desenvolvimento varia de 2,1 pacientes por milhão de habitante na Arabia Saudita a 130,7 

pacientes por milhão de habitantes na Bulgária (RHAHIMI-MOVAGHARet al, 2013). A 

etiologia do trauma raquimedular também apresenta variações em relação aos países 

estudados. A principal causa de trauma raquimedular nos países desenvolvidos ocidentais 

está relacionada a acidentes com veículos automotores de quatro rodas; no sudoeste 

asiático, os acidentes com veículos automotores de duas rodas são os mais frequentes. O sul 

da Ásia, Japão e Oceania apresentam os acidentes por queda como causa mais frequentes de 

lesão raquimedular. Na áfrica sub-saariana, as lesões medulares causadas por atos de 

violência chegam a  38% dos casos relatados; nos Estados Unidos, esta taxa está em 15%,  

enquanto na Europa as lesões medulares associadas a atos de violência estão em 

6%(CRIPPSet al, 2011). 

 No Brasil, não há um banco de dados nacional para os pacientes de trauma 

raquimedular. Na realidade, não há um centro de gerenciamento nacional que possa gerar 

dados sobre a incidência e prevalência brasileiras, bem como as particularidades regionais 

que possam orientar o poder público na criação de políticas específicas para a prevenção ou 

tratamento da lesão medular. Na literatura nacional, encontram-se apenas séries 

epidemiológicas restritas de hospitais ou alguns estados (CAMPOS et al, 2008; PEREIRA 

et al, 2011; SOUZA JUNIOR et al, 2003; DA PAZet al, 1992).  

  Em 2008, Tuomo descreveu uma análise retrospectiva dos dados do Sistema Único 

de Saúde (SUS) para internamentos de pacientes diagnosticados com  lesão traumática 

vertebral no período compreendido entre 2000 a 2005. Este estudo demonstrou que 0,2% de 

todas as internações do SUS foram devido a lesões vertebrais, correspondendo a 2,7% das 

lesões por causas externas e 3,5% dos internamentos de causas traumáticas. As taxas de 

internação relatadas neste estudo foram crescentes no período estudado e os estados com 

maior número de internações proporcionalmente foram o Distrito Federal e o Mato Grosso. 

Em concordância com a literatura, as internações masculinas superaram as femininas numa 

proporção de 4:1 e a faixa etária mais frequente foi a compreendida entre 20 e 39 anos. 

Segundo a autora, a principal causa de lesão vertebral traumática  foi  acidente com altura 

(40% dos internamentos), seguida de acidente com veículos automotores (22,7%). O 

segmento lombar foi o mais acometido (58,5%), seguido do nível cervical (28,5%) e 
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torácico (7,7%). O comprometimento neurológico foi encontrado em 16% dos casos, sendo 

o nível cervical o mais acometido (TUOMO, 2008).  

A prevalência de pacientes com sequelas neurológicas por lesão medular tende a 

aumentar nos próximos anos devido à redução das taxas de mortalidade associada ao 

aumento da incidência (DEVIVO,2012).  Na realidade, observar-se-á um contingente cada 

vez maior de pacientes portadores de lesão neurológica estabelecida sem um desfecho 

satisfatório, tendo como horizonte atual apenas tratamento fisioterápico e reabilitação.  

 

3.3. FISIOPATOLOGIA DAS LESÕES RAQUIMEDULARES 

  Diferentes estratégias são utilizadas em busca de um tratamento efetivo para a lesão 

medular; as dificuldades encontradas se relacionam à multiplicidade de eventos que ocorrem 

durante e após trauma. Certamente,a compreensão da complexidade da fisiopatologia da 

lesão medular é necessária para o desenvolvimento de novas estratégias. Este conhecimento 

é a base para a descoberta de novos alvos terapêuticos e novas técnicas de tratamento.  

 A lesão raquimedular compromete simultaneamente as meninges, os vasos 

sanguíneos e o tecido nervoso. Na maioria dos casos, a dura-máter e a aracnoide 

permanecem intactas, assim como as artérias espinhais anterior e posterior. A transferência 

de energia cinética para a medula espinhal, o rompimento dos axônios, a lesão das células 

nervosas e a ruptura dos vasos sanguíneos causam a lesão primária da medula espinhal. Esta 

lesão primária pode ser  classificada histopatologicamente em:  

• Lesões sólidas – a aparência da medula parece normal, sem alterações evidentes, sem 

cavitações ou mudanças de coloração embora o dano medular pode ser observado no 

exame histopatológico(figura1 B); 

• Contusão e cavitação – lesões mais frequentes, sem alteração na superfície medular 

nem aderências em dura-máter, porém sendo observadas áreas de hemorragia e 

necrose no parênquima medular, evoluindo para mielomalácia e cavitação 

cística(Figura 1 C); 

• Laceração – observada a perda da anatomia de superfície da medula espinhal, 

normalmente causada por fragmentos ósseos ou lesões penetrantes, caracterizada 

pela perda dos limites gliais com danos ao parênquima subjacente e adesões à 

meninge; o epicentro mostra mínima ou nenhuma cavitação, é observada deposição 

de tecido conjuntivo e colágeno(figura 1 D); 

• Laceração maciça – tecido medular macerado em diversos graus, podendo estar 

associado a fraturas complexas de corpo vertebral. No epicentro da lesão, observa-se 



 

cicatriz de tecido conectivo

ocorre no decorrer do

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: A) Secção de medula normal

Contusão/cavitação com a medula

mostra-se violada(H&E); E) Laceração

(NOREMBERG et al, 2004). 

  

 As alterações e modificações

podem ser classificadas 

intermediário e crônico(NOREMBERG

horas de lesão, caracteriza-

mecânico da anatomia do tecido.

hiperemia e hemorragias. Células

lesão ao redor da área contusa

por aumento da concentração

comparação aos próximos estágios

subsequentes do trauma.  

A fase aguda de lesão ocorre

se por um aumento das alteraçõ

mielínicas e neuronais 

hemorragias, são mais comuns

vênulas ou arteríolas devido

levando a estase venosa que

conectivo e fragmentos de raiz espinhal e extensa

do tempo(figura 1 E) (BUNGE et al, 1993). 

normal(LFB-PAS); B) Lesão sólida com perda da citoarquitetura

medula sendo substituída por cisto(H&E); D) Laceração

Laceração maciça, demonstrando fragmentação, distorção

modificações que ocorrem na medula espinhal após

 em relação aos eventos cronológicos como

(NOREMBERG et al, 2004). A fase imediata ocorre

-se pela lesão primária ao tecido medular e consiste

tecido. Alterações vasculares são encontradas

Células produtoras de TNF-α são observadas

contusa e altos níveis de TNF-α estão relacionados

concentração de glutamato. Alterações patológicas

estágios, sugerindo que a perda neuronal está

ocorre em um período entre horas a dois dia após

alterações vasculares, edema, hemorragia e inflamação.

 ocorrem nesta fase. Alterações vasculares

comuns na substância cinzenta e ocorrem devido

devido ao trauma mecânico ou por uma coagulação

que gera edema vasogênico (TATOR & KOYANAGI,
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extensa cicatriz fibrótica 

citoarquitetura(LFB-PAS); C) 

Laceração em que a superfície pial 

distorção e hemorragia(H&E) 

após o trauma também 

como imediato, agudo, 

ocorre em uma a duas 

consiste no rompimento 

encontradas como vasodilatação, 

observadas após 15 minutos de 

relacionados à morte neuronal 

patológicas são discretas em 

está associada aos eventos 

após a lesão. Caracteriza-

inflamação. Alterações 

vasculares, como pequenas 

devido a uma rotura de 

coagulação intravascular 

KOYANAGI, 1998). O 



 

processo de edema é ampliado

acúmulo de plasma no compartimento

capilar  com consequente

inflamatória, aumentando a

migração de macrófagos 

reduzindo o crescimento 

liberação de espécies reativas

acido nítrico e amônia, contribuem

entre três horas a três dias. 

 A liberação de radicais

neutrófilos faz parte da estratégia

real utilidade seja restrita

extremamente sensíveis 

correlação entre os níveis 

histopatológico sugere que

balonamento do axônio possivelmente

características são observadas

por imunohistoquímica como

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: A) Lesão medular imagem

visualizado em preparação corada

percursora β-amilóide(NOREMBERG

 

ampliado pela quebra da barreira hemato-en

compartimento extracelular associado ao aumento

consequente infiltração de macrófagos ativados que amplificam

a concentração de TNF-α e IL-6. A secreção

 para o sítio de lesão, levando a uma ativação

 axonal loco-regional. O aumento dos níveis

reativas de oxigênio, o aumento do potássio extracelular,

contribuem para o aparecimento do  edema citotóxico,

 

radicais livres e citocinas de mediação inflamatória

estratégia de defesa orgânica contra espécies invasoras

restrita em lesões traumáticas ou isquêmicas.

 às moléculas liberadas durante lesão medular.

 de glutamato e TNF-α e a extensão da morte

que estas células entram em necrose. Observa

possivelmente devido à obstrução do fluxo axonoplasmático.

observadas após 24 horas de lesão em preparações coradas

como demonstrado na figura 2 (NOREMBERG

imagem de inchaço axonal, (H&E); B)alteração de

corada por prata; C) ou visualizado por imunohistoquímica

NOREMBERGet al 2004). 
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encefálica, levando ao 

aumento da permeabilidade 

amplificam a resposta 

reção de IL-6 aumenta a 

ativação da micróglia e 

níveis de glutamato, a 

extracelular, dos níveis de 

citotóxico,  que ocorre 

inflamatória realizados por 

invasoras, embora sua 

isquêmicas. Os neurônios são 

medular. Existe uma 

morte neuronal. O aspecto 

Observa-se uma imagem de 

axonoplasmático. Estas 

coradas por prata, ou 

(NOREMBERG et al, 2004). 

de inchaço axonal melhor 

munohistoquímica corada para proteína 
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 Após o trauma, ocorre um rompimento das bainhas de mielina, inicialmente descrito 

como um edema seguido de fragmentação e posterior fagocitose por macrófagos. Observa-se 

a presença de células T reativas à proteína mielínica básica: os níveis de contagem destas 

células podem chegar próximos aos encontrados na esclerose múltipla, levando a uma 

exacerbação do processo inflamatório e ampliando a área de desmielinização. Assim como 

os neurônios, os oligodendrócitos são sensíveis ao microambiente inflamatório evoluindo 

com morte celular por necrose (ZHANG et al, 2012). 

Durante a fase intermediária, que dura entre dias a semanas, observa-se uma 

redução do processo inflamatório agudo com eliminação de tecido necrótico, resolução do 

edema, início da revascularização do tecido e reconstituição da  barreira hemato-encefálica. 

  As células microgliais são ativadas inicialmente nas primeiras horas do trauma, 

nesta fase estas são as células de maior efetividade: atuam na remoção de tecido necrótico e 

na manutenção da atividade imunológica e anti-inflamatória. Existem controvérsias sobre o 

papel deletério das células microgliais no trama raquimedular devido à secreção de 

citocinas, óxido nítrico, glutamato e proteases que amplificam o dano tecidual secundário. 

Algumas citocinas liberadas pela micróglia podem ter efeito benéfico, como a IL-1ß, que 

aumenta a produção do fator de crescimento neural (NGF), e a IL-6, que retarda a perda 

neuronal após axonotomia e tem efeito protetor na excitotoxidade induzida pelo glutamato 

(HAUSSMAN, 2003; DAVID & KRONER, 2012).  

    Os macrófagos têm a sua função protetora ao remover o tecido necrótico da área 

de lesão. São observadas duas subpopulações de macrófagos com fenótipos diferentes: o 

fenótipo M1 com função citotóxica, secretando TNF-α  e IL-1ß e o fenótipo M2, que 

apresenta características de célula reparadora. Os macrófagos M1 podem se modular em 

M2 após fagocitose (figura 3). Estas células expressam níveis elevados de citocinas anti-

inflamatórias como  IL-10 e TGF-ß e modulam a ativação do NF-κB e a regulação positiva 

da arginase  1(DAVID & KRONER, 2012). A capacidade regeneradora destas células  foi 

utilizada em um protocolo para tratamento de lesão medular com o implante de macrófagos 

ativados para fenótipo M2 (KNOLLER et al, 2005). O baixo número de células M2 após o 

trauma medular provavelmente contribui para a manutenção do processo inflamatório. Os 

subtipos M1 e M2 podem retornar ao fenótipo de macrófago não polarizado ou M0  este, 

por sua vez, pode ter um comportamento citotóxico devido à excreção de moléculas de 

ferro toxico da degradação da heme (DAVID & KRONER, 2012).  
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Figura 3: Polarização M1 M2 durante a lesão medular – Imediatamente após a lesão medular, macrófagos 

adquirem características M1. Um pequeno número destes macrófagos, provavelmente os que fagocitaram 

material celular, irão apresentar características M2 na fase de reparo. Na fase final observamos uma maior 

quantidade de macófagos M1 e uma pequena quantidade de macrófagos M2, podendo ate encontrar 

macrófagos em seu estado primitivo M0, estes macrófagos ainda podem ter comportamento citotóxico devido à 

liberação de ion ferro tóxico retirado da hemoglobina de hemácias fagocitadas (DAVID & KRONER, 2012).  

 

Alguns dias após a lesão, os astrócitos tornam-se hipertrofiados e se apresentam 

com citoplasma abundante e um núcleo grande e pálido; a visão ultraestrutural demonstra 

células com atividade metabólica intensa. A porcentagem de astrócitos reativos chega ao 

seu máximo três semanas após o trauma: estas células evoluem com processos 

citoplasmáticos cada vez mais longos e espessos que irão resultar na  assim chamada 

cicatriz glial, que tem a finalidade de isolar a área de lesão do tecido integro. Estes 

prolongamentos são melhor ilustrados após as células serem coradas por imuno-

histoquímica para GFAP, como observamos na figura 4 (NOREMBERGet al, 2004). 
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Figura 4: A) Astrócitos normais(setas); B) astrócitos reativos evidenciando citoplasma evidente e núcleo 

pálido(setas); C) Corados para o GFAP demonstrando os prolongamentos citoplasmáticos; D) Células coradas 

para o GFAP em área gliótica próximas a região de necrose (NOREMBERGet al, 2004).  

 

Apesar de manter o processo inflamatório contido, a cicatriz glial pode se tornar o 

principal obstáculo para a regeneração axonal. Além da barreira mecânica, os astrócitos 

reativos secretam moléculas inibitórias da regeneração axonal, como sulfato de condroitina, 

encontrada na matriz extracelular associada a outras moléculas – como laminina e 

fibronectina – e moléculas de adesão como N-caderina, ICAM-1 (LEAL-FILHO, 2011).  

Estudos experimentais demonstraram que o sulfato de condroitina tem a capacidade de 

encapsular neurônios sensitivos transplantados bem como de evitar a migração destes 

neurônios para a substância branca hospedeira na ausência de barreira física (DAVIES & 

SILVER, 1998). 

Os astrócitos também secretam fatores de crescimento, tais como PDGF, IGF e 

BFGF. O caráter ambíguo da função astrocitária na lesão medular pode ser definido 

topograficamente: astrócitos próximos à área de lesão tem um comportamento reparador; 

astrócitos mais periféricos seriam os responsáveis pela formação da cicatriz glial. A 

sinalização por STAT3 também seria efetiva nessa modulação (NOREMBERG et al 2004; 

LEAL-FILHO, 2011). 
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A fase tardia, que dura entre meses a anos, é caracterizada pela degeneração 

walleriana, desenvolvimento de cistos e siringes, cicatriz glial e mesenquimal e a 

“schwanosis”.A degeneração walleriana representa a desintegração anterógrada das bainhas 

de mielina e axônios transeccionados na lesão medular, sendo caracterizada por bainhas de 

mielina distorcidas e fragmentadas, com axoplasma denso, floculado ou ausente. O 

potencial clínico da degeneração walleriana é ainda incerto, embora astrócitos reativos 

tenham potencial de inibição do crescimento axonal (NOREMBERG et al, 2004). Estudos 

experimentais demonstraram um maior potencial de crescimento de neurônios cultivados 

em áreas de degeneração walleriana (KLEITMAN & GOMEZ, 1993). A medula espinhal 

pode ser substituída por tecido conjuntivo rico em colágeno, particularmente após lesões 

lacerantes: a quebra do limitante glial tende a estimular a criação desta cicatriz rica em 

colágeno, que obviamente representa uma barreira mecânica para a regeneração axonal 

(LEAL-FILHO, 2011). 

Outro achado na fase tardia é a formação de cistos que podem ser únicos, múltiplos 

ou multiloculados. São recobertos por uma fina parede de tecido astrogliótico sendo 

preenchidos por fluido extracelular, onde são comumente encontrados macrófagos, tecido 

conectivo e vasos sanguíneos. Estes cistos representam a fase final do processo necrótico 

medular.  

A siringe também é um tipo de cavitação que se difere da anterior por ter uma 

parede gliótica mais densa e por ter relações com o canal central da medula. Por ser uma 

cavidade que está sob pressão, a presença de siringe pode levar a um grau de 

desmielinização de tecido saudável ou até evoluir para níveis medulares mais altos caso não 

seja tratada com derivação(NORENBERG et al, 1998). 

“Schwanosis” é um termo que define a proliferação aberrante intra ou extramedular 

de células de Schawn e axônios – de forma análoga, mas não semelhante, se correlaciona 

aos neuromas de amputação dos nervos periféricos. Porções variáveis da medula podem ser 

substituídas por “schwanosis”, normalmente associados a lesões penetrantes, nas quais 

células da raiz nervosa penetram na medula. Estudos de séries relatam que este processo 

pode ser encontrado em até 50% dos casos (estudados em necropsia). Apesar do seu papel 

na lesão medular ser incerto, a presença de axônios aberrantes tende a contribuir para 

respostas neurofisiológicas desorganizadas que podem gerar dor neuropática e 

espasticidade, complicações comuns e graves no lesado medular crônico (NORENBERGet 

al, 1998).     
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3.4. TRATAMENTOS 

Ao longo da história da humanidade, o tratamento da lesão medular associada ao 

trauma raquimedular tem se modificado, embora ainda hoje se mantenha como um desafio 

para a prática médica. De acordo com relatos do antigo Egito, a lesão medular chegou a ser 

encarada como uma doença que não deveria ser tratada  (HUGHES, 1988). Posteriormente, 

durante toda a antiguidade, o tratamento para as fraturas espinhais se baseava nos preceitos 

de Hipócrates e Galeno (MARKETOS & SKIADAS, 1999). Após o Renascimento, com a 

mudança de paradigmas advinda dos trabalhos de Vesalius sobre a anatomia humana, novas 

bases para o tratamento das fraturas vertebrais foram propostas, principalmente quanto à 

possibilidade de  tratamento cirúrgico (KNOELLER & SEIFRIED , 2000). Entretanto, as 

taxas de infeção e mortalidade observadas após o tratamento  cirúrgico eram extremamente 

elevadas, o que tornou este tipo de terapia pouco popular. Após a publicação do trabalho 

sobre assepsia de  Leister no século XIX (LEISTER, 1867) e a evolução da anestesia 

ocorrida no mesmo período (KNOELLER & SEIFRIED, 2000), a possibilidade de um 

tratamento efetivo para a lesão medular passou a ser novamente aventada. 

No inicio do século passado, os primeiros trabalhos experimentais realizados 

aumentaram a compreensão da fisiopatologia da lesão medular; inclusive, com alguns 

destes protocolos de pesquisa sendo utilizados até os nossos dias (YEO, 1975; 

SCHLESINGER, 1991). Após a segunda guerra, observou-se avanço importante no 

tratamento da lesão medular, a qual foi inicialmente classificada (HOLDSWORTH & 

HARDY, 1953) e, a partir daí, novas modalidades de tratamento foram criadas 

(FREEMAN & WRIGHT, 1953; ROBINSON & SMITH, 1955). Por exemplo, a 

possibilidade do uso de próteses metálicas que cada vez mais proporcionassem uma 

mobilização precoce do paciente no pós operatório, evitando complicações e reduzindo o 

tempo de internamento  (HARRINGTON , 1967). 

A filosofia preconizada para o tratamento do traumatismo raquimedular da década 

de 50 até o presente momento se baseia na descompressão medular, no alinhamento sagital 

e na estabilização vertebral (STAHELet al, 2012). A descompressão medular permite uma 

melhora no fluxo sanguíneo vertebral, além de retirar a compressão mecânica sobre o 

tecido nervoso, reduzindo a cascata de eventos que levam  aos danos secundários (GUGA 

et al, 1987; TATOR & KOYANAGI, 1997).  A estabilização vertebral é fundamental para 

realizar uma rápida mobilização do paciente no pós-operatório, evitando complicações 

comuns do paciente com lesão medular como trombose venosa, infecções do trato 
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respiratório e escaras de decúbito (STAHELet al, 2012). A discussão  existente em relação 

ao tratamento cirúrgico é basicamente relacionada ao tempo de intervenção. Estudos 

prévios não demonstraram vantagens na realização de procedimento de descompressão de 

forma precoce em relação a descompressão em fase tardia (VACCAROet al, 1997). 

Atualmente, entretanto, após estudos prospectivos com um maior número de pacientes, 

demonstrou-se estatisticamente vantagens da descompressão cirúrgica precoce (FEHLINGS 

et al, 2012; LI et al, 2014). 

A metilpredinisolona, um potente corticosteróide com seu mecanismo de ação 

baseado no metabolismo da peroxidação lipídica, foi o primeiro agente farmacológico a ser 

utilizado para tratamento da lesão medular traumática (DUCKER & HAMIT, 1969). O 

resultado positivo com o uso de metilpredinisolona em estudos experimentais levou a 

realização de estudo clínico multicêntrico, duplo cego, que definiu este tratamento como 

estatisticamente relevante (BRACKEN, 1984; 1993; 1998). A pulsoterapia com 

metilpredinisolona na fase aguda do trauma raquimedular foi uma diretriz aceita 

internacionalmente durante a década de 90. Por outro lado, novos estudos estatísticos não 

corroboraram  sua  eficácia, sendo salientados os efeitos colaterais e as complicações deste 

protocolo. Consequentemente, sua indicação atualmente se encontra descontinuada para 

tratamento da lesão medular aguda (HUBERT, 2000). Um estudo experimental, contudo, 

demonstrou recentemente uma maior eficácia da metilpredinisolona em uso local associada 

a nanopartículas (CHVATAL et al, 2008).   

Outras terapias farmacológicas foram testadas para tratamento da lesão medular 

traumática  nas três ultimas décadas: estudos experimentais com  antagonistas opióides 

como a naloxana (YOUNG et al, 1981; BLACK, 1986) e bloqueadores de canal de cálcio 

como a nimodipina (IMAMURA & TATOR, 1998). Os resultados destes estudos, 

entretanto,  não demonstraram a eficácia  dos agentes farmacológicos testados.  

 Em 2001, foi publicado estudo prospectivo de centro único com o uso de 

gangliosídios, esfingolipídios que atuam como receptores de membrana, para tratamento de 

lesão medular aguda em 28 pacientes. O resultado estatístico não demonstrou eficácia do 

método, embora os pesquisadores observaram melhora clínica nos pacientes com lesões de 

menor gravidade (GEISLER et al, 2001). Outro estudo prospectivo fase 2 utilizou um 

antagonista do NMDA, gacyclidina para tratamento de pacientes com lesão raquimedular 

em até duas horas após o trauma. Foram tratados 250 pacientes durante a fase aguda, com 

67 pacientes no grupo controle em uso de placebo. Não houve diferenças estatísticas que 

propusessem o uso do medicamento em larga escala (TADIE et al, 2003). 
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Na presente década, temos três agentes farmacológicos sendo testados para 

tratamento da lesão raquimedular. A minociclina, antibiótico da classe das tetraciclinas com 

efeitos in vitro e in vivo comprovados em reduzir a apoptose neuronal e de 

oligodendrócitos, diminuir a ativação da micróglia e reduzir a inflamação no SNC, foi 

objeto de estudo clínico que não demonstrou sua eficácia do ponto de vista estatístico 

(CASHA et al,2012). A glibenclamida, medicação para tratamento de diabetes que atua 

bloqueando receptor Sur1 e reduzindo o influxo de cálcio para dentro da célula através do 

bloqueio dos canais de sódio, diminuindo a necrose hemorrágica pós-traumática. O riluzole, 

medicação para tratamento de esclerose lateral amiotrófica, tem como função o bloqueio de 

correntes de sódio. Comparado o resultado dos dois últimos medicamentos em estudo 

experimental, observou-se melhor resultado no grupo tratado com a glibenclamida 

(SIMARD et al, 2012). 

Terapias não farmacológicas também foram utilizadas para tratamento da lesão 

medular traumática. A hipotermia, que chegou a ser estudada como agente neuroprotetor na 

década de 50, teve uma tendência de retorno como opção válida para tratamento da lesão 

medular traumática na ultima década principalmente com a hipotermia sistémica moderada 

sendo empregada. Estudos clínicos isolados demonstram a efetividade da técnica, mas é 

necessário um estudo multicêntrico para definir estatisticamente a eficácia da hipotermia 

para tratamento da lesão medular aguda (AHAMAD, 2013; WANG et al, 2013). 

A aplicação de um campo magnético implantado próximo a medula espinhal lesada 

foi utilizada para tratamento de lesão medular em um estudo clínico fase 1.Apesar dos 

resultados iniciais descritos demonstrarem eficácia, não foram realizados outros estudos 

posteriores (SHAPIRO et al, 2005; 2014). 

Outra possibilidade surgida recentemente consiste em estratégias baseadas em 

neuroestimulação e neuromodulação, que são utilizadas com a finalidade de propiciar um 

retorno da função motora em pacientes com lesões  medulares,  utilizando eletrodos 

epidurais (HARKEMA et al, 2011) ou microestimulação intramedular (BAMFORD & 

MUSHAHWAR,  2011). 

 

3.5.TERAPIA CELULAR  

Uma das limitações da prática médica convencional reside na incapacidade de 

reconstituir tecidos lesionados. Existe hoje uma variedade de doenças nas quais o 

tratamento disponível não é efetivo. Sob esta perspectiva, os procedimentos baseados em 

terapia celular, dentre eles o transplante de células-tronco, surgem como um novo campo de 
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atividade médica, a denominada medicina regenerativa.   

Ascélulas-tronco foram inicialmente observadas em experimento que avaliava a 

sensibilidade à radiação de células de medula óssea de camundongos. Após uma dose de 

radiação supraletal, foi realizado o transplante de células de medula óssea. Na necropsia, 

verificou-se a presença no baço de formação de colônias derivadas de uma única célula 

(TILL & MACCULOGH, 1961). Estas células se caracterizam pela capacidade de se 

replicar e se renovar por longos períodos, mantendo seu cariótipo preservado (BIANCO & 

ROBEY, 2001). As células-tronco possuem a capacidade de se diferenciar em diversos 

tipos celulares funcionais, tais como células hepáticas (LEE et al, 2004) ou células nervosas 

(WOODBURRYet al, 2002). 

As células-tronco podem ser definidas como: a) totipotentes, as quais podem se 

diferenciar em tecidos embrionários e extra-embrionários; b) pluripotentes, que se 

diferenciam em células dos três folhetos germinativos; c) multipotentes, que têm a 

capacidade de se diferenciar em um subconjunto de  linhagens celulares; d) oligopotentes, 

com a capacidade de formar tecidos de um único folheto embrionário; e e) onipotentes,  que 

podem se diferenciar em apenas um tipo celular (WAGERS & WEISSMAN, 2004). 

Pode-se classificar as células-tronco, de acordo com seu estado específico de 

ontogênese, como: embrionárias, fetais e adultas.  

As denominadas células-tronco embrionárias são retiradas do embrião na fase de 

blastocisto.Em cultura, estas células mantiveram o cariótipo normal mesmo após oito meses 

de cultivo (32 passagens). Expressavam altos níveis de atividade de telomerase, lembrando 

que a atividade da telomerase se relaciona à imortalidade nas linhagens celulares humanas 

(THONSOMet al, 1998). As células-tronco embrionárias possuem a capacidade de se 

multiplicar indefinidamente in vitro, sem alteração na sua carga genética (DONOVAN & 

GEAHART, 2001). Linhagens celulares derivadas de células-tronco embrionárias mantém 

sua capacidade, em meios específicos, de formar tecidos dos três folhetos germinativos 

(THONSOM J et al, 1998). Conceitos éticos e religiosos, todavia, reduzem a sua utilização 

de forma ampla. 

As células-tronco fetais, por sua vez, são isoladas a partir dofetopropriamenteoudas 

estruturasde suporteextraembrionáriosquesãode origemfetal como cordão umbilical e 

placenta. O seupotencial de diferenciaçãorecapitulacaracterísticasdeplasticidadeque 

transitamentreas células-tronco embrionárias pluripotenteseascélulas-tronco adultas 

multipotentes (PAPPA & ANAGNOU, 2009), 

As células-tronco adultas são encontradas no organismo já constituído, possuem 
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uma capacidade de diferenciação menor que as células embrionárias e são encontradas em 

praticamente todos os órgãos e tecidos como medula óssea, tecido adiposo, sistema nervoso 

central. Estas células participam da produção de células especializadas nos processos de 

crescimento, diferenciação e renovação teciduais e celulares, reduzindo o envelhecimento 

precoce de tecidos. Tal processo foi definido como Programa de Desenvolvimento 

(CAPLAN, 2007). As células-tronco adultas mais estudadas são as encontradas na medula 

óssea: as células-tronco hematogênicas e as mesenquimais (BIANCO & ROBEY 2001). 

Devido à presença de células-tronco adultas em praticamente todos os órgãos, sua 

capacidade de replicação e a possibilidade de serem coletadas do própio paciente, evitando 

problemas imunológicos através da utilização de autoenxerto, as células-tronco adultas são 

candidatas naturais para a realização de terapia celular (CAPLAN, 2007). 

 

3.6.CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

As células-tronco adultas mesenquimais são células responsáveis pela renovação 

das células estromais da medula óssea e se caracterizam por se diferenciar em células de 

linhagem osteogênica, condrogênica e adipogênica (PITTINGERet al, 1999). Foram 

primeiramente descritas em 1970 quando Friedenstein notou a presença de células 

semelhantes a fibroblastos em culturas de baço e medula óssea. Estas células chamadas de 

estromais tinham a capacidade de formar colônias de clones in vitro derivadas de uma única 

célula, quando inoculadas em câmaras de difusão, exibiam potencial osteogênico. O autor 

definiu a possibilidade de um tipo de célula-tronco adulta encontrada no tecido 

hematopoiético que não se diferenciava em células de linhagem hematogênica 

(FRIEDENSTEIN et al, 1970). 

 Em cultura, células mesenquimais possuem formato semelhante a um fibroblasto. 

Este subtipo celular tem  a capacidade de aderir a superfície plástica, o que as diferem das 

células hematopoiéticas. Quanto à caracterização fenotípica, estas células devem expressar  

marcadores de superfície como CD73, CD90 e CD105 e não devem expressar os 

marcadores tipicamente encontrados em linhagem hematopoiéticas como c-kit, CD14, 

CD11b, CD34, CD45, CD19 e CD79 (DOMINICIet al, 2006). Aliás, os critérios que 

definem a célula-tronco mesenquimal são: a  capacidade de aderir ao plástico,o potencial de 

diferenciação ea expressão de antígenos de superfície específicos (DOMINICIet al, 2006).  

Além de substituir as células estromais de medula óssea, as células-tronco 

mesenquimais atuam em sinergia com o tecido hematopoiético, tendo um papel importante 

na modulação da hematopoese (CAPLAN et al, 2006). Além da medula óssea, as células-
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tronco mesenquimais são encontradas em praticamente todo os órgãos, como pulmões, 

cordão umbilical, tendões e membrana sinovial (MEIRELLES et al, 2006).  

A capacidade de células mesenquimais de se diferenciar em células de linhagem 

neurogênica foi descrita previamente (WOODBURYet al, 2000). Entretanto, outros estudos 

demonstram que estas células, apesar de se apresentarem positivas aos marcadores 

neuronais, não têm capacidades funcionais em sua maioria (LU et al, 2004), sendo possível 

que a sua morfologia seja um artefato de cultura (AZARI et al, 2010). Estudos 

experimentais questionam o potencial de diferenciação das células mesenquimais em 

células de linhagem neuronal (PARR et al, 2008).   

Descreve-se na literatura que, possivelmente, o principal mecanismo efetor das 

células mesenquimais na regeneração de tecidos lesionados, seria a secreção de fatores 

tróficos e regenerativos – e não pela reposição celular (CAPLAN, 2007; PARR et al, 2007; 

SASAKI et al, 2009). Funcionalmente, estes fatores suprimem a resposta imune local, 

inibem a fibrose e apoptose, aumentam a angiogênese e estimulam a mitose e a 

diferenciação de células residentes em células reparadoras. 

Os principais fatores tróficos liberados por CMMO quando transplantadas no 

microambiente do SNC são as neurotrofinas, polipeptídios que possuem um papel crítico no 

desenvolvimento neuronal e que aparentemente medeiam uma resposta protetora celular em 

um organismo adulto. Tanto o fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF) quanto o 

fator neurotrófico neural (NGF) têm a sua secreção aumentada quando as células 

mesenquimais são expostas ao microambiente do SNC. O fator de crescimento vascular 

endotelial (VEGF) é uma citocina relacionada à angiogênese e vasculogênese e está 

relacionado à redução da área de infarto e apoptose em modelos de isquemia cerebral; 

exibe, ainda, um efeito neuroprotetor direto independente da angiogênese. Apesar do nome, 

o fator de crescimento hepático (HGF) tem como alvo uma  extensa série de células e 

tecidos pela promoção de atividades mitogênicas e morfogênicas; a administração de HGF 

exógeno aumenta a velocidade de reparo em  tecidos submetidos a isquemia ou trauma 

agudo. Em culturas de células mesenquimais com extrato de encéfalo submetido à isquemia  

em comparação com culturas de mesenquimais associadas a extrato de encéfalo normal, 

verifica-se que a concentração de HGF praticamente dobra em culturas com tecido 

isquêmico (CHEN et al, 2002). 

As CMMO secretam fibronectina, uma glicoproteína de alto peso molecular. 

Estudos demonstram a capacidade da  estruturas de fibronectina de integrar-se em áreas de 

lesão medular espinhal e atuar como suporte para o crescimento axonal (KING et al, 2006). 
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Alguns efeitos terapêuticos das células-tronco mesenquimais são obtidos de forma 

indireta pela modulação das células que compõe a orquestra inflamatória. Macrofágos em 

associação com células mesenquimais são modulados reduzindo a secreção de TNF-α e 

migração, linfócitos são modulados para aumentar a produção de IL-4 e IL-10, reduzindo a 

secreção de IFN-γ e anticorpos (AZARI et al, 2010). Observou-se a capacidade das CMMO 

de induzir a repressão da apoptose mediada pela caspase-3 em neurônios e oligodendrócitos 

em um modelo de lesão medular, com fatores secretados que estimulam as vias  de sinalização 

endógenas de sobrevivência, como PI3K/AKT e MAPK/ERK1/2 (DASARI et al 2007; 

ISELE et al, 2007). 

Os possíveis mecanismos de ação citados e a segurança da expansão e 

caracterização in vitrotornam este subtipo celular adequado para a realização de estudos 

experimentais e clínicos. 

 

3.7.TERAPIA CELULAR  E LESÃO RAQUIMEDULAR  

Devido ao seu caráter altamente incapacitante e à limitada eficácia  do tratamento 

atual, as patologias do SNC são um alvo natural para experimentos em terapia celular. O 

primeiro resultado objetivo de tratamento de lesão medular espinhal por terapia celular foi 

observado no experimento realizado por Ramón-Cuerto, por meio de secção medular 

seguida de introdução de canais de orientação entre os cotos preenchidos por células gliais 

derivadas de bainha olfatória. Nele,  observou-se regeneração axonal na interface medula-

enxerto, demonstrando a viabilidade da reconstrução da via de informação neural 

(RAMÓN-CUETO et al, 1998). Outros estudos corroboraram para a viabilidade de células-

tronco no SNC após transplante (KOPEN et al, 1999; BRAZELTON et al, 2000; CHOPP et 

al, 2001; PEARSE et al, 2007). 

A efetividade do procedimento de terapia celular para tratamento da lesão 

raquimedular foi comprovada em inúmeros estudos pré-clínicos em que se verificou 

melhoras em testes funcionais, principalmente no teste de marcha como o BBB. Estes 

estudos utilizaram células-tronco embrionárias (MCDONALD et al, 1999; KEIRSTEAD et 

al, 2005; SHARP J et al, 2010), CMMO (HOFSTETER et al, 2002; OHTA et al, 2004; 

LEE et al, 2007; BOIDO et al, 2014), células mesenquimais derivadas de tecido adiposo 

(KANG et al, 2007; RYUet al, 2009; ZANGH et al, 2009) e células mesenquimais 

derivadas de cordão umbilical (YANG et al, 2008; HU SL et al, 2010).  

Demonstrou-se, ainda, a capacidade de remielinização após transplante celular de 

tecido medular desmielinizado por lesão química e/ ou radioativa após transplante celular 
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de células mononucleares de medula óssea, células mesenquimais e células tronco neurais 

(AKYAMA et al, 2002a; AKYAMA et al,2002b; MOTHE & TATOR, 2008). Além disso, 

foi observada a redução de cavitações medulares em espécimes submetidos a lesão 

experimental em comparação com grupo controle após tratamento com terapia celular,  

descreveu-se na avaliação anatomopatológica a presença de tecido neoformado 

preenchendo as cavitações medulares composto de axônios e CMMO expressando 

marcadores gliais e neuronais (ZURITA et al, 2008; OHTA et al, 2004). A presença de 

deposição de fibronectina na interface entre o enxerto e tecido medular e ao redor das 

estruturas vasculares também foi relatada (ZENG et al, 2011). 

Uma das principais discussões sobre a terapia celular em lesões medulares é a sua 

eficácia em tratar lesões medulares em fase crônica. Recordando a fisiopatologia, os 

astrócitos reativos formam uma rede citoplasmática que atua isolando a reação inflamatória, 

mas também funcionam como uma barreira mecânica a regeneração axonal. Lu descreveu 

experimento em que foi realizadotransplante de CMMO em cobaias durante a fase crônica 

de lesão medular e  observou axônios penetrando o sítio de lesão através da cicatriz glial 

estabelecida (LU et al, 2007). Em outro experimento, realizou-se o transplante de células 

tronco neurais em espécimes submetidos a lesão medular aguda, subaguda e crônica, 

avaliando como o microambiente modularia as células transplantadas. Para tanto, fez-se a 

separação das células por citometria de fluxo e seus transcriptomas foram comparados por 

sequenciamento de RNA, demonstrando uma produção de moléculas regenerativas e 

neurotróficas mais proeminente nas cobaias transplantadas na fase crônica (KUMAMARU 

et al, 2013). Zurita descreveu experimento em que foi realizado transplante de CMMO em 

animais submetidos à lesão experimental, apresentando paraplegia por três meses prévios ao 

transplante. Poucas semanas após o procedimento, o autor  observou retorno da função 

motora nos animais tratados e o grupo controle manteve quadro de paraplegia. Após um ano 

pós-transplante, os resultados na escala BBB aplicada aos animais tratados estavam 

próximos ao limite superior (ZURITA & VAQUERO, 2006). 

Em relação a efetividade da terapia celular em lesão medular de mamíferos maiores 

,observamos a descrição do resultado de transplante de CMMO em felino com história de 

lesão medular crônica e completa. A avaliação clínica pós-operatoria evidenciou retorno do 

reflexo panicular e sensibilidade a dor sete dias após o procedimento, o primeiro passo foi 

dado com 75 dias após o transplante e foi descrito reestabelecimento parcial das função 

vesical e intestinaldo animal tratado (PENHA et al, 2012).Em estudo realizado com porcos 
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com lesão medular crônica submetidos a transplante de CMMO,  foi observado a melhora 

clínica nos animais tratados, observou-se também alteração de latência e amplitude no SSEP 

pós transplante em comparação com o exame prévio ao procedimento. A análise 

histopatológica descreveu cavitações medulares preenchidas de tecido nervoso neoformado, 

demonstrado remielinização por CMMO em área de lesão medular desmielinizada (ZURITA 

et al, 2008). Em estudo com cães de companhia apresentando lesão medular crônica por 

patologia discal, Penha descreve resultados motores obtidos em 3 dos 4 animais submetidos  

a transplante de CMMO, dois espécimes demonstraram melhora de sensibilidade dolorosa 

iniciada no décimo dia após transplante, observado melhora parcial das funções vesical e 

intestinal nos espécimes que apresentaram melhora sensitiva, o tempo de seguimento do 

estudo foi  de 18 meses (PENHA et al, 2014). 

Não foi relatado, nos estudos experimentais revisados, a presença de tecido com 

características neoplásicas no sítio de transplante. Da mesma forma, não houve relato de 

complicações referentes ao procedimento de terapia celular. A figura 5 sumariza os 

potenciais mecanismos de ação das células-tronco na regeneração da medula espinhal. 

 
Figura 5:  Potenciais mecanismos de reparação da medula espinhal após transplante com células-

tronco(MOTHE &TATOR, 2008). 
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3.8.ESTUDOS CLÍNICOS DE TERAPIA CELULAR EM  LESÃO  RAQUIMEDULAR    

Estudos experimentais comprovaram a capacidade do procedimento de terapia 

celular em modificar o quadro neurológico de espécimes submetidos a tratamento da lesão 

medular aguda ou crônica. Embora os mecanismos de ação não estejam completamente 

elucidados, o procedimento tem sido classificado como seguro, não sendo relatado 

complicações  frequentes diretamente relacionadas ao procedimento. 

Salienta-se que a lesão medular é uma patologia em que atualmente não há um 

tratamento direto que seja efetivo. Com base nos resultados dos estudos pré-clínicos 

apresentados anteriormente, iniciou-se na segunda metade da década passada, uma série de 

estudos clínicos em que se utilizou a terapia celular para tratamento de pacientes com lesão 

raquimedular. 

Estes estudos foram classificados como estudos fase I e fase I/II, nos quais se tentava 

definir principalmente a segurança do procedimento além da potencial eficácia do método. 

A maioria dos estudos revisados utilizou células-tronco hematogênicas caracterizadas 

como CD34+ para a terapia celular (SYKOVA et al, 2006 ; CALLERA & NASCIMENTO, 

2006; CHERNYKH et al, 2007; YOON et al, 2007; DEDA et al, 2008; GEFNER et al, 2008; 

CRISTANTE et al, 2009; KUMAR et al, 2009; FROLOV & BRYUKHOVETSKIY, 2012). 

A preferência por este tipo celular se deve à facilidade de obtenção, caracterização e, em 

muitos estudos, não foi necessária a expansão in vitro antes do transplante celular, 

demandando uma estrutura laboratorial menor. 

Outros estudos utilizaram CMMO no procedimento de transplante celular (PAL et al, 

2009; KISHK et al, 2010; PARK et al, 2010; BHANOT et al, 2011; JIANG et al, 2013; DAI 

et al, 2013). Nos estudos com este tipo celular, temos a mesma facilidade de obtenção e 

caracterização celular, porem é necessário um etapa de cultura in vitro para uma expansão 

satisfatória da população de CMMO. 

Baseado no estudo experimental de Ramón-Cuerto (RAMÓN-CUETO et al, 1998) 

e na alta taxa de neurogênese das células-tronco de bainha olfatória, quatro estudos 

utilizaram esta estratégia para reparo de medula espinhal lesionada (MACKAY-SIM et al, 

2008; CHHABRA et al, 2009; LIMA et al, 2010; HUANG et al, 2012). Por sua vez, três 

estudos utilizaram uma população celular heterogênea(METHA et al, 2008; SLEDTSOVA 

et al, 2010; YAZIDANE et al, 2013). Um outro estudo foi realizado utilizando células de 

Schwann (SABERI et al, 2008) e outro estudo utilizou células mesenquimais retiradas de 
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cordão umbilical (LIU et al, 2013). 

Baseado em estudo experimental em que macrófagos cultivados com tecido 

danificado, por exemplo um enxerto de pele ou nervo, modificariam seu fenótipo para uma 

forma com características reparadoras, em oposição a macrófagos cultivados  em contato com 

bactérias, que apresentam um fenótipo citotóxico (RAPALINO et al, 1998), foram realizados 

dois estudos clínicos do mesmo grupo em que esta estratégia era empregada para reparo de 

lesão medular (KNOLLER et al, 2005). O segundo estudo descrito como fase 2, foi o único 

estudo multicêntrico desta revisão. Contudo, ocorreu durante o estudo a perda do suporte 

financeiro, além da dificuldade de recrutamento, devido ao protocolo utilizado de lesão 

medular aguda com critérios rígidos de eligibilidade (JONES et al, 2010). 

A maioria dos estudos utilizou a escala de avaliação neurológica da ASIA como 

padrão para acompanhamento neurológico. O exame de imagem de eleição foi a ressonância 

nuclear magnética e o exame funcional mais utilizado, o SSEP, que avalia a conexão entre o 

encéfalo e o sistema periférico. 

Em cinco estudos, não se observou alteração neurológica após o transplante celular ou 

este não foi suficiente para modificar o score ASIA (MACKAY-SIM et al, 2008; 

CRISTANTE et al, 2009; PAL et al, 2009; YAZIDANE et al, 2013). Na conclusão de um dos 

artigos, inclusive, o autor desencoraja o procedimento de terapia celular com células 

mensenquimais devido aos parcos resultados obtidos  com o seu estudo (BHANOT Y et al, 

2011). 

Outros autores discorreram sobre a segurança da técnica e da efetividade do 

procedimento relacionado à modificação do quadro neurológico apesar das limitações 

existentes, salientando a necessidade deum protocolo de estudo futuro que tenha as 

caraterísticas de ser duplo cego e randomizado para normatizar o procedimento (JIANG et al, 

2013; LIU et al, 2013; DAI et al, 2013). 

 

 

 

 

 

 



 35 

 

 

4.ARTIGO 

O artigo intitulado “Neurological improvements After Autologous Transplantation of 

Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells In Subjects With Chronic Spinal Cord Injury: a phase 

I/II study” descreve a metodologia empregada e os resultados obtidos com os pacientes 

tratados por este projeto. O artigo foi aceito para publicação na Stem Cell Research and 

Therapy em novembro de 2014. 
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ABSTRACT 

Introduction: The administration of stem cells holds promise as a potential therapy for spinal 

cord injury (SCI). Mesenchymal stem cells have advantages for clinical applications, since 

they can be easily obtained, are suitable for autologous transplantation and have been 

previously shown to induce regeneration of the spinal cord in experimental settings. Here we 

evaluated the feasibility, safety and potential efficacy of autologous transplantation of 

mesenchymal stem cells in subjects with chronic complete SCI. Method: We conducted a 

phase I/II, non-controlled study in 14 subjects of both genders aging between 18-65 years, 

with chronic traumatic SCI (> 6 months), at thoracic or lumbar levels, classified as ASIA A - 

complete injury. Baseline somatosensory evoked potentials (SSEP), spinal magnetic 

resonance imaging (MRI) and urodynamics were assessed before and after treatment. Pain 

rating was performed using the McGill Pain Questionnaire and a visual analogue score scale. 

Bone marrow-derived mesenchymal stem cells were cultured and characterized by flow 

cytometry, cell differentiation assays and G-band karyotyping. Mesenchymal stem cells were 

injected directly into the lesion following laminectomy and durotomy. Results: Cell 

transplantation was an overall safe and well-tolerated procedure. All subjects displayed 

variable improvements in tactile sensitivity and eight subjects developed lower limbsmotor 

functional gains, principally in the hip flexors. Seven subjects presented sacral sparing and 

improved AIS grades to B or C – incomplete injury. Nine subjects had improvements in 

urologic function. One subject presented changes in SSEP three and six months after 

mesenchymal stem cells transplantation. Statistically significant correlations between the 

improvements in neurological function and both injury size and level were 

found.Conclusion:Intralesional transplantation of autologous mesenchymal stem cells in 

subjects with chronic, complete spinal cord injury is safe, feasible, and may promote 

neurological improvements.  
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INTRODUCTION 

 Severe spinal cord injury (SCI), leading to chronic paraplegia, is considered an 

irreversible condition for which there is currently no effective clinical therapy [1]. The main 

goal of stem cell therapy in SCI is to repair the damaged neuronal tissue. In experimental 

models of SCI, stem cell transplantation has been used as a new strategy to overcome physical 

disability and promote neurological improvements. Several studies have indicated a beneficial 

role of transplantation of different cell types, including bone marrow cells, neural progenitor 

cells and olfactory ensheathing cells into the injured spinal cord [2-6]. Another approach that 

has been tested is the use of oligodendrocyte progenitor cells to promote oligodendrogenesis 

after SCI, which led to remyelinization and motor function improvement [7].  

 Results in pre-clinical studies have encouraged researchers to undertake clinical trials in 

spinal cord injury with cell therapy, mainly with mesenchymal stem cells (MSC), Schwann 

cells and human olfactory ensheathing glia [reviewed by Tator [8]]. Special attention has been 

given to MSC, which are shown to promote neural repair and regeneration of damaged areas 

in different experimental models [9-12]. MSC exhibit a broad degree of plasticity, with the 

ability to differentiate not only into multiple mesodermal lines, including bone, fat, muscle, 

liver and cartilage cells [13-17], but also into cells expressing neural and glial lineage markers 

[18, 19]. In addition, it has been reported that MSC secrete cytokines and growth factors that 

promote autocrine and paracrine effects, such as immunosuppression, inhibition of gliosis and 

apoptosis, enhanced angiogenesis, axon sorting and myelination [20, 21]. In previous studies, 

we have established a protocol for MSC intralesional transplantation in dogs and cats with 

naturally acquired spinal cord injury [22,23]. 
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 The clinical use of MSC presents several advantages, including easy isolation from 

bone marrow aspirates, large-scale expansion in culture and allowing autologous 

transplantations [18, 22]. Moreover, to date, in vivo tumor development has not been 

reported, neither in experimental models, nor in clinical trials, in which MSC were used to 

treat SCI [23-25]. We conducted here a clinical trial to evaluate the safety and potential 

efficacy of autologous bone marrow mesenchymal cell transplantation in subjects with 

chronic thoracic and lumbar SCI caused by trauma. 

 

METHODS 

Ethics statement 

This phase I/II nonrandomized, uncontrolled prospective open-label study was 

approved by the Brazilian National Council of Ethics in Research (CONEP) under the 

registration number 14942, SIPAR/MS: 25000.112358/2008-71 and was registered on NIH 

database (http://www.clinicaltrials.gov) under the number NCT01325103. Ethical guideline 

provisions from the Helsinki Declaration were followed. A written consent for participation 

and for publication was obtained from the subjects. 

Objectives and outcomes 

 The main objective was to evaluate the safety of autologous bone marrow 

mesenchymal cell transplantation in subjects with chronic traumatic SCI. The secondary 

objective was to assess potential efficacy, through neurological improvements in sensory and 

motor assessment (measured by ASIA scores), pain scores, urodynamic and evoked potential 

studies. 

 The safety outcome was defined as deleterious modifications on resonance magnetic 

imaging, as well as possible side effects and adverse events related to the protocol procedures. 

The primary outcome was defined as neurological improvements on ASIA scores (light touch, 
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pin prick and motor power), as previously described [26]. The secondary outcomes were 

defined as improvements on pain scores, urodynamic study, and evoked potential 

somatosensory test. The subjects were followed up to 6 months postoperatively. All data were 

collected personally by the same researchers, through specific forms and validated 

questionnaires, in order to enhance the quality of measurements and results.    

 

Subjects selection 

Fourteen subjects who fitted the following inclusion criteria were recruited: traumatic 

SCI at the thoracic or lumbar level, American Spinal Injury Association (ASIA) impairment 

scale (AIS) grade A, age ≥18 and ≤65 years and previous surgical intervention for spinal cord 

decompression and stabilization. The sample size was determined as the minimal number of 

subjects necessary to evaluate the procedure safety. All data were collected at Hospital São 

Rafael and Hospital Espanhol, in Salvador, Bahia, Brazil.  

Exclusion criteria were anatomical transection of the spinal cord, open SCI (e.g. 

stabbing, gunshot wound), concurrent infectious disease, terminal illness, neurodegenerative 

disorders, primary hematological disorders, osteopathies, coagulopathies, hepatic dysfunction, 

other clinical complications that could contraindicate the surgery, use of metallic implants 

that contraindicate MRI and participation in other clinical trials.  

Participants and researchers, those administering the interventions, and those assessing 

the outcomes, were not blinded to study condition assignment. 

 

Isolation of bone marrow cells and MSC culture 

Before the procedure, subjects were assessed for hematology, blood biochemistry, 

urine microbiology and screening for HIV, HTLV, Chagas disease, and hepatitis B and C 

status. Bone marrow aspiration was performed in an outpatient surgery center. Subjects were 
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sedated prior to the procedure and monitored by an anesthesiologist. After local anesthesia 

using lidocaine 2%, approximately 60 ml of bone marrow were aspirated from the anterior 

and posterior iliac crest using a specific needle of bone marrow puncture of adjustable length 

(1.0 to 4.8 cm) and 15 gauge (Carefusion, San Diego, CA) and collected in 20 ml syringes 

containing 1 ml of heparin 5.000 UI (Cristália, Itapira, Brazil). The collection of bone marrow 

cells was performed by a hematologist at Hospital São Rafael, in Salvador, Bahia, Brazil.  

Cell separation and culture procedures were performed in a certified cGMP facility 

using standardized procedures. The mononuclear cell fraction was separated from the bone 

marrow by centrifugationunder Ficoll-Hypaque gradient (GE healthcare Life Sciences, Little 

Chalfont, United Kingdom) at 2000 RPM without break, at room temperature, for 30 minutes. 

After three washes in saline solution and plated in culture flasks (TPP, St. Louis, MO) at the 

density of 1.3x105 cells/cm2. The cells were cultured in α-MEM medium supplemented with 

L-glutamine (2 mM/L), 1% gentamycin, 2.4 g/L Hepes, 2g /L sodium bicarbonate (all from 

GIBCO, Grand Island, NY) and enriched with 15% fetal bovine serum (FBS; 

Hyclone/Thermo Scientific, Logan, UT). Half of the medium was exchanged every 3 days. 

Once the cells achieved 80-90% confluence, they were dissociated with 0.25% porcine 

trypsin/0.53 mM EDTA (Invitrogen/Life Technologies, Grand Island, NY) and replated at a 

density of 8000 cells/cm2. MSC were expanded for approximately four weeks, until adequate 

transplantation numbers were achieved. Confluent autologous MSC at passage 3 to 5 were 

resuspended in saline solution containing 20% human serum albumin (CSL Behring, King of 

Prussia, PA). MSC suspensions (1x107 cells/mL) were transferred into 1 mL syringes for local 

injection in subjects. Before transplantation, the cells were characterized by flow cytometry 

analysis, differentiation assays, G-band karyotype analysis and tested for sterility.  
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Cell differentiation assays 

To assess the differentiation potential of MSC, 40,000 cells/ml were cultured in 24-

well plates (Greiner, Monroe, NC) with coverslips for performing morphological studies. 

When differentiation was initiated, the entire culture medium was removed and replaced by 

induction medium (specific for osteoblasts, adipocytes and chondrocytes) or only α-MEM 

medium supplemented with 7.5% FBS as control. Commercial kits were used for adipogenic, 

chondrogenic and osteogenic induction media following manufacturer’s recommendations 

(StemPro adipogenesis Differentiation Kit, StemPro Chondrogenesis Differentiation Kit and 

StemPro Osteogenesis Differentiation Kit; GIBCO). MSC were continuously evaluated by 

phase contrast microscopy, during the differentiation process. Histochemical staining was also 

used for cell morphology evaluation during the differentiation process. MSC differentiated 

into adipocytes and their controls were stained with Sudan II for visualization of lipid 

inclusions. The cells that differentiated into chondrocytes and their controls were stained with 

Alcian Blue for staining of proteoglycan deposits. Cells that differentiated into osteoblasts 

and their controls were stained with Von Kossa for visualization of mineralized matrix. 

Morphological evaluation of cells was performed using an AX70 optical microscope coupled 

to a digital camera for imaging capture (Olympus, Tokyo, Japan).  

 

Flow cytometry analysis 

For immunophenotyping, adherent MSC were detached with 0.25% porcine trypsin 

solution (Invitrogen), washed with saline and incubated at 4oC for 30 minutes with the 

following antibodies: FITC anti-human CD31, PE anti-human CD34, PE anti-human CD117, 

PE anti-human CD14, APC anti-human CD90, PE anti-human CD79a, APC anti-human 

CD44, PerCP anti-human CD45, FITC anti-human CD19 (all from BD-Pharmingen, San 

Diego, CA) and FITC anti-human CD105 (R&D Systems, Minneapolis, MN). The acquisition 
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and analysis were done using a LSR Fortessa cytometer with the FACSDiva software (Becton 

Dickinson, San Jose, CA). At least 10,000 events were collected.  

 

Cytogenetic evaluation 

Cytogenetic analysis was performed in MSC samples from all subjects, during every 

passage. All of the analyses were performed prior to transplantation in order to detect possible 

chromosomal mutations induced by culture conditions. MSC were treated with 16 µg/ml 

colchicine (Cultilab, Campinas, Brazil) for a period of six hours, for cell cycle arrest at 

metaphase. Cells were trypsinized, resuspended, centrifuged, exposed to hypotonic solution of 

0.075 M KCl, placed in a water bath at 37°C for 30 min and fixed with Carnoy's solution 3:1 

(acetic acid / methanol). 

Cytogenetic analysis was performed by GTG banding technique. G banding for the 

prepared slides were aged at 60 °C overnight and subjected to treatment with a solution of 

0.1% trypsin / PBS and subsequently stained with Giemsa solution / PBS. 20 cells were 

analyzed for each passage. The analysis of these cells was performed using a BX61 

microscope (Olympus) and images were captured using a digital imaging system (Applied 

Spectral Imaging, Carlsbad, CA) coupled to the microscope. Results were interpreted 

according to the international classification ISCN (An International System for Human 

Cytogenetic Nomenclature). 

 

Cell transplantation and subjects follow up 

Subjects in the prone position under general anesthesia underwent a midline incision 

comprised of two levels above and two levels below the injury. Following laminectomy and 

decompression of the injured spinal canal segment, the dura mater was opened under the 

microscope to visualize the injured spinal segment. A fixed cell number (5x106 cells/cm3) was 
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injected per lesion volume. The estimation of lesion volume was performed by MRI analysis, 

using the ellipsoid formula, as described previously [27]. 

The injection was performed over a period of 5 minutes. Punctures were made in the 

cardinal directions of the injured area and one level above and below, before closing the dura 

mater. The whole procedure was performed only once, by a neurosurgeon, at Hospital 

Espanhol, in Salvador, Bahia, Brazil. 

As an incentive strategy, in order to increase compliance, subjects underwent 

rehabilitation for six months after the surgery, five times a week, for four hours a day during 

the first two months and two hours a day in the subsequent months. Regular clinical and 

neurological assessments were performed for at least six months. At each follow-up, a 

complete clinical assessment, neurological evaluation, and AIS scale assessment were 

conducted. An urodynamic study, SSEP and MRI of the spine were carried out in the 3rd and 

6th months of follow-up.  

 

Clinical pain measures  

 All pain measurements were performed in a quiet room with temperature maintained 

between 21 and 23°C. At the time of testing, subjects rated their present pain using an 

unanchored visual analogue score (VAS). Data from VAS scale were presented in 

millimeters. Next, subjects were asked to indicate where they were currently experiencing 

chronic pain by shading in the areas on a drawing of the dorsal and frontal views of the 

human body. Following this, subjects were also asked to fill in a standard Brazilian-

Portuguese language version of the McGill Pain Questionnaire [28], the results of which were 

then quantified using the pain rating index (PRI) [29]. 
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Sensory assessment 

 Test sites were identified based on anatomical landmarks to ensure that the same site 

could be accurately located in subsequent sessions. For each participant, a starting stimulation 

site was selected based on each individual's level of injury, as determined by the American 

Spinal Injury Association (ASIA) scale. The starting site was defined as areas at least four 

dermatomes above the neurological level of injury, where sensation was expected to be within 

normal limits. Mechanical stimulation response was measured with calibrated von Frey 

filaments (Touch Test Sensory Evaluator; Stoelting, Wood Dale, IL). Each subject was 

instructed to close his or her eyes during this portion of the testing and respond with a "yes" if 

he or she could feel the test stimulus when it was delivered or with a "no" if he or she could 

not feel the stimulus. For each trial, the monofilament (10 g) was applied perpendicular to the 

skin surface and, once the filament was fully bent, was held in place for approximately 1 s 

before being lifted off the skin. Following a positive response, the next area below was 

stimulated.  

 

Urodynamics 

 Theurodynamic studywas performed prior to and3 to 6 months afterthe transplantation 

of mesenchymal stem cells. The following parameters were measured at cystometry: 

maximum bladder capacity, compliance, bladder sensation, presence ofdetrusor overactivity, 

and presence ofurinary incontinence. 

 Compliance was measured when the bladdershowed filling ability greater than200 

mlin the absence ofdetrusoroveractivity. Bladder sensation was markedas absent,partially 

preserved or completely preserved, as previously described [30].   

 Those subjects withmicturitionwerealso evaluatedwith thepressure-flowstudy. For the 

urodynamic study, we used aDynameddynapackmpx816 equipment. For cystometry, 
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twoplasticurethralprobeswere insertedinto the bladder(6 Fr tomeasureintravesical pressureand 

8 Frfor filling). A 10 Frrectal probe were inserted for measuringintra-abdominal pressure. The 

fillingwas done withdistilled waterat room temperatureat a rate of40 ml/min. 

 

Somatosensory evoked potentials (SSEP) 

 The somatosensory evoked potentials (SSEP) were evaluated before, 3 and 6 months 

after MSC transplantation. The exams were performedusing a NeuropackM1 (NihonKohden, 

Tokyo, Japan)fourchannel equipment, withtibialnervestimulationfor evaluationof the lower 

limbs, and registrationin the popliteal fossa, lumbar(L2 /3) and scalp(Cz '- Fpz) regions, and 

median nerves stimulationfor evaluationof the upper limbs, withregistration atErb's point, 

cervicalC5and scalp(C3'-C4'). In the event that some potentialwereobtained, the evaluation 

wasreplicatedat least threetimesto assessconsistency. 

  

Statistical analyses 

The individual was the smallest unit that was analyzed to assess intervention effects 

(same from the unit of assignment). Missing data were not used. 

Paired t test was used to analyze ASIA scores for light touch and pin prick, before and 

6 months after transplantation. Nonparametric Wilcoxon signed rank test was employed to 

test the existence of a statistically significant difference between ASIA lower limb motor 

scores before and 6 months after transplantation. Pearson correlation analysis was performed 

to evaluate possible correlations between ASIA scores (light touch, pin prick and motor 

power) and lesion characteristics (volume, level and time of lesion). Statistical analyses were 

performed using Prism Software (version 3.0; GraphPad Software, San Diego, CA). 

Differences were considered significant if P was equal to or less than 0.05. 

RESULTS 
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Subjects 

Regarding the enrollment, 555 participants were screened for eligibility, 205 were 

found to be eligible, and 14 were enrolled (10 males), following the order of first contact date. 

Fourteen subjects were assigned to the study condition and were submitted to bone marrow 

aspiration and mesenchymal stem cell transplantation. Of the 14 subjects assigned, two were 

considered to have lost follow-up, one due to leg and urethral injuries unrelated to the study 

protocol, and the other due to lack of compliance with the assessments. These two subjects, 

considered as non-compliers, were excluded from the main analysis.  

Subjects had chronic traumatic SCI with a mean duration of approximately 61.7 

months (ranging from 18 to 180 months). Four subjects were female and 10 were male, with 

mean age of 35.7 ± 9.9 years, ranging from 23 to 61. All were classified as ASIA A and had 

injuries in the lumbar or thoracic segments of the spinal cord. The lesion volumes were 

estimated by MRI analysis, with a mean of approximately 3.66 cm3, ranging from 0.77 to 

10.44 cm3. The demographic, clinical, radiological and neurological features of the subjects 

are shown in Table 1.  

 

Study protocol deviations 

 Urodynamics data were not properly collected due to recurrent urinary infection in 

some of the subjects, who could not be submitted to the urodynamic study in the correct 

timeframe. 

 

MSC characterization  

 Cultured bone marrow-derived cells presented a fibroblast-like morphology and 

showed 97.4 ± 3.1% cells positive for CD105, 97.5 ± 2.8% cells positive for CD73 and 96.6 ± 

3.5% cells positive for CD90. Moreover, MSC cultures presented 2.0 ± 2.1% cells positive for 
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CD45, 2.3 ± 2.6% cells positive for CD14, 2.4 ± 3.0% cells positive for CD79 and 2.3 ± 2.5% 

cells positive for CD34. The MSC were successfully induced to differentiate into 

chondrocytes, osteocytes and adipocytes (Fig. 1). Additionally, no chromosomal aberrancies 

were detected in G-band karyotype analysis in the passages used for transplantation (Fig. 2).  

 

Adverse effects 

Transplantation of bone marrow derived MSC was an overall safe procedure. All of 

the subjects were discharged within 48 hours after surgery. The most frequent post-operative 

symptom was low-intensity pain at the incision site, which were responsive to regular 

analgesics. One subject developed a post-operatory complication, evolving a cerebrospinal 

fluid leak that was treated by an additional surgical procedure. None of the subjects had fever, 

infection or meningitis. Subjects underwent a program of rehabilitation beginning one week 

after the surgical procedure, which was well tolerated.  

 

Clinical assessments 

Neurological evaluation revealed variable improvements in sensitivity below the lesion 

level following treatment, as assessed by light touch and pin prick (Figs. 3A and B). Light 

touch and pin prick ASIA sensitivity score analysis, prior to and 6 months after 

transplantation, demonstrated a statistically significant improvement (P<0.01 and P<0.001, 

respectively; paired t test). All subjects showed some degree of sensitivity gain in response to 

mechanical stimulation, when measured with von Frey monofilaments (50% had significant 

improvements, comparing to the pre-surgical profile). Subject #1 demonstrated sensitivity 

recovery in all dermatomes (Table 2). Major sensitivity gains were measured in the first three 

months after MSC transplantation (Figs. 3A and B; Table 2). Pearson coefficient showed an 

inverse correlation between light touch gain 6 months after transplantation and lesion volume 
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(r2 =0.3486; Fig. 4A). No significant correlations were observed when light touch or pin prick 

sensitivity gains were analyzed in relation to level or time of lesion. 

Improvements in lower limb motor function were observed in eight subjects (Fig. 3C). 

Two subjects presented gains in hip flexor function, three had gains in knee extension 

movement and three demonstrated gains in ankle dorsiflexion. The most frequent alteration 

was the increased motor power observed in hip-related muscle groups. A statistically 

significant improvement in ASIA lower limb motor scores was observed when comparing 

sensitivity before and six months after transplantation (P<0.05; Wilcoxon signed rank test). 

Pearson coefficient demonstrated a direct correlation between motor gain and lesion level (r2 

=0.6386), six months after transplantation (Fig. 4B). No significant correlations were seen 

when motor gains were analyzed in relation to volume or time of lesion.  

Additionally, seven subjects presented sacral sparing after MSC transplantation, having 

recovered anal sensation. Of these, six subjects had changes in the AIS grade to grade B and 

one to grade C (Table 3).  

 

Urological study 

During the complete treatment and evaluation period, renal function did not deteriorate in 

any of the subjects. The maximum cystometric capacity changed from 203 ± 113 ml to 242 ± 

146 ml, without statistical significance. Bladder compliance improved significantly from 14.7 

± 8.2 to 25.4 ± 15.9 ml/cmH20 (P= 0.02). Five subjects, who presented bladder sensation 

previously classified as absent, improved to present a reduced sensation. Ten subjects began 

this study presenting detrusor overactivity during bladder filling; however, following MSC 

transplantation, four of these subjects increased the filling volume, while three subjects 
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decreased the filling volume up to the first involuntary contraction. Throughout the study, all 

subjects remained with urinary incontinence and in need of intermittent urinary 

catheterization.  

 

Radiological evaluation 

 Nuclear magnetic resonance images (MRI) obtained before MSC transplantation 

revealed the presence of spinal cord cavities in eight subjects and syrinx in two subjects. 

Atrophy cord areas and gliosis, as well as findings associated with the primary surgery (i.e. 

epidural fibrosis, soft tissue), were found in all subjects. MRI analysis three and six months 

after MSC transplantation revealed no alterations in hyperintense signals, extension of 

cavities or appearance of new gliosis areas. Moreover, no signs of ectopic tissue formation 

were observed during the follow-up.  

 

Pain assessment 

Three subjects referred transient worsening of neuropathic pain, which was 

pharmacologically controlled. Three subjects ameliorated the neuropathic pain three months 

post-treatment, with significant reduction of pharmacological therapy dependency.  

Clinical pain measurements, administered through VAS and PRI from the McGill Pain 

Questionnaire, were assessed prior to and one, three and six months following MSC 

transplantation (Table 4). Although a reduction in VAS and PRI was observed in 67% of 

subjects six months after surgery, there were no statistically significant differences observed 

when subjects were compared at zero and six months after MSC transplantation (P=0.0538 

and P=0.1211, respectively; paired t test).  
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Somatosensory evoked potential 

Subjects were assessed for somatosensory evoked potentials (SSEP) before, three and 

six months after MSC transplantation. Lower sensory nerve electrical stimulation-mediated 

SSEP were not evoked in any subject prior to transplantation. Only one subject (#14) 

presented an improved SSEP response in the left side three months after MSC transplantation, 

which was maintained until the follow-up conclusion. Despite the fact that the 

SSEPrecordedin this subjectpresented a lowamplitude, it wasconsistent and demonstrated 

thecortical response inP37/N45 in theleft side. 

 

DISCUSSION 

 A growing body of evidence, both experimental as well as clinical, has demonstrated 

that spontaneous plasticity events may occur within the post-traumatically injured spinal cord, 

through mechanisms including: alterations in the properties of spared neuronal circuits, intact 

or injured axon collateral sprouting and synaptic rearrangements, as reviewed by Onifer et 

al[31]. Nonetheless, although there is an abundance of studies describing the natural history 

of neurologic functional gains during the first year post-SCI, there is a lack of data regarding 

the degree of neurological recovery that may naturally occur during prolonged follow-up 

investigation. A previous study described that 16.9% of subjects with complete SCI improved 

motor levels between the 1st and 5th years after SCI, which went on to demonstrate an 

improvement from a complete to an incomplete injury in 5.6% of those subjects [32].  

 In the present study we enrolled subjects with chronic and complete spinal cord injury 

(ASIA A) whom had previously been subjected todecompressive 

surgeryandlengthyrehabilitation protocols without acquiringsignificantmotor or sensory gains. 

Locomotor training has been shown to improve the recovery of walking in many subjects with 

incomplete SCI, but not in subjects with severe injury [33].  
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 Since our primary outcome was safety, we described adverse event in only one subject, 

which presented a cerebrospinal fluid leak as a postoperative complication not related to the 

mesenchymal stem cells, but rather to the surgical procedure. Cerebrospinal fluid leak is not a 

routine complication, however, it may happen in a frequency of 9% of open spine surgeries 

[34]. It is considered as a minor complication, since usually it does not change the outcome of 

the surgery. 

Although this was not a controlled study, based on the subject profiles and the expected 

spontaneous gains, our study showed potential benefits of MSC transplantation treatment, in 

variable degrees of motor and sensory improvements, clinical pain measures and urodynamics 

parameters. Importantly, we showed that MSC transplantation resulted in the conversion from 

complete to incomplete injury in seven subjects (58.3%), which was accompanied by 

improvement in AIS score to grade B or C.  

 Results obtained in other clinical trials using MSC for SCI were not as encouraging as 

those demonstrated here. A study performed with 67 subjects receiving autologous MSC 

injections intralesionally and intrathecally reported improvements only in one subject, which 

was considered to be part of the natural history of the disease [23]. A study by Park et al 

(2012) showed significant improvement in three of 10 subjects submitted to intramedullary 

injection, followed by intrathecal administration of MSC [24]. Another study evaluated the 

potential of MSC injected intrathecally to enhance rehabilitation in 63 subjects with chronic 

SCI. In the MSC group (consisting of 40 grade A subjects), 12 subjects improved their AIS 

score of A to B or C (a conversion rate of 30%), with no statistically significant difference 

when compared to the control group [35]. Karamouzian and co-workers (2012) also tested the 

safety and feasibility of MSC transplantation by lumbar puncture in 11 subjects, in a non-

randomized clinical trial, comparing the results with those of 20 control subjects who received 

conventional treatment. Although 5 of 11 subjects (45.5%) in the study group and 3 in the 
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control group (15%) demonstrated improvements, there was no statistical significance 

between the two groups [25].  

Variability of the results may be caused by the different numbers of cells, routes and 

regimen of administration. These are considered key factors for the development of optimized 

cell-based therapies [36]. The dose and administration routes applied in the present study 

were established in previous pre-clinical studies conducted by our group [37, 38]. Based on 

these pre-clinical studies, the present trial was the only one to adjust the number of cells 

administered into the spinal cord to the injury size estimated by MRI. Moreover, considering 

the studies that used the intra-spinal injection for MSC delivery, in the present study, the 

number of MSCs was considerably higher than the others, ranging from 4x106 to 5x107 

(median: 2x107) versus 3-8x106 [23] and 8x106 [24].  

A recent study evaluated the outcome of 399 subjects with complete thoracic spinal 

cord injuries and described a correlation between lower spinal cord injury level (T10-T12) 

and improved motor function [39]. Although the number of subjects evaluated in our study 

was less than the aforementioned investigation, we did observe a direct correlation between 

motor gain and injury level in SCI subjects that received MSC transplantation. Additionally, 

we found an inverse correlation between light touch gain six months after transplantation and 

volume of the lesion. These results suggest that characteristics of the spinal cord lesion 

influence the efficacy of the cell therapy, which has not been described before. 

Regarding the urodynamics study, we demonstrated a significant enhancement in 

bladder compliance, which may be an early indication of future improvements in urinary 

function. Another urodynamic parameter that improved in half of the subjects was bladder 

sensation, which is critical for the subject to feel the optimal moment to initiate bladder 

emptying. Improvements in bladder sensation avoid elevated filling pressures, which are 
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deleterious to the upper urinary tract. Improvements in sense of bladder filling was seen in 

only one out of 13 subjects enrolled in a previous study which evaluated the effects of 

autologous MSC in subjects with chronic spinal cord injury [23].  

The cell therapy protocol administered in this study was feasible and an overall safe 

procedure, which capitalized on the use of an autologous and easily obtainable source of cells. 

Importantly, our data corroborates with those obtained in previous studies, in which MSC 

administered directly into the injured spinal cord was also considered safe, even when 

combined with additional MSC administrations applied by lumbar puncture [23, 24].  

 To rehabilitate subjects bearing complete SCI for long periods, such as those enrolled 

in our study, is challenging task. The loss of motor function control as a result of interrupted 

pathways within the spinal cord after injury has severe consequences for movement recovery, 

which includes muscle atrophy, joint instability and bone weakness. This suggests that an 

autologous cell therapy approach, applied as early as possible, may be vital to minimize the 

development of the deleterious secondary outcomes following SCI and to lead to an increase 

in likelihood of motor recovery. Moreover, the combination of a cell-based therapy with other 

known factors that potentiate the plasticity of the central nervous system may increase 

functional recovery [31]. Additionally, the level of measurable benefits that can be achieved 

may depend on several factors, including the number of MSC injected into the lesion site and 

doses, as well as therapeutic window, all of which need to be further investigated, in order to 

optimize the effects of MSC-based therapy for SCI. 

 

CONCLUSIONS 

 The present study has demonstrated the safety, feasibility and potential efficacy of 

autologous MSC administration into subjects with chronic SCI. Moreover, injury 

characteristics, such as level and size, were found to influence the outcome of cell therapy for 
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SCI. The results indicate potential benefits provided by MSC therapy, which should be 

confirmed in larger and controlled clinical trials.  
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FIGURE LEGENDS 
 

Figure 1: Cell differentiation assays. Mesenchymal stem cells (A) were cultured in the 

presence of adipogenic (B), osteogenic (C) and chondrogenic (D) differentiation media. 

Cultures were stained with Sudan II, von Kossa and Alcian blue, respectively. Representative 

images obtained from MSC cultures from one patient. Magnification=400X. 

 

Figure 2: ASIA scores before and during follow up. Sensory scores evaluated by the light 

touch (A) and pin prick (B). (C) ASIA motor score (legs). * p< 0.01; ** p < 0.05; *** p < 

0.0001. 

 

Figure 3: Analyses of correlation between lesion characteristics and ASIA scores. (A) 

Pearson correlation analysis of lesion volume (cm3) and light touch ASIA score. (B) Pearson 

correlation analysis of lesion level and ASIA motor improvement. Lesion level was 

consecutively numbered starting from T1. 
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Figure 1: Cell differentiation assays. Mesenchymal stem cells (A) were cultured in the 

presence of adipogenic (B), osteogenic (C) and chondrogenic (D) differentiation media. 

Cultures were stained with Sudan II, von Kossa and Alcian blue, respectively. Representative 

images obtained from MCS cultures from one patient. 
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Figure 2: ASIA scores before and during follow up. Sensory scores evaluated by the light 

touch(A) and pin prick (B). (C) ASIA motor score in the legs. (D) Global ASIA score. 
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Figure 3: Analyses of correlation between lesion characteristics and ASIA scores.  

(A) Pearson correlation analysis of lesion volume (cm3) and light touch ASIA score. (B) 

Pearson correlation analysis of lesion level and ASIA motor improvement. Lesion level was 

consecutively numbered starting from T1. 
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TABLES 
 
Table 1. Demographic, clinical and neurological features of the subjects 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SCI: spinal cord 
injury; AIS: ASIA 
impairment scale. 
 
 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Subject Months post-SCI SCI Level AIS Grade Lesion 

(cm3) 

1 101 T12 A 2.7 

2 42 T5 A 1.0 

3 36 L1 A 5.4 

4 25 T12 A 5.0 

5 18 T5 A 1.0 

6 29 T7 A 2.7 

7 91 T5 A 4.0 

8 153 T12 A 4.0 

9 180 T12 A 0.8 

10 27 T5 A 0.9 

11 52 T12 A 7.5 

12 19 T7 A 10.4 

13 66 T7 A 3.0 

14 26 T12 A 3.0 



 64 

Table 2. Response to mechanical stimulation 
Subject 

number 

Dermatomes with positive response to von Frey stimulation* 

Before 

treatment 

Months after treatment 

1 3 6 

1 T11/T11 L1/L1 ALL ALL 

4 L2/L2 L2/L3 L3/S2 S2/S2 

5 T4/T4 T4/T4 T5/T4 T5/T4 

6 T5/T4 T5/T5 T6/T5 T6/T6 

7 T4/T3 T5/T4 T5/T4 T5/T4 

8 T11/T11 T12/T12 T12/T12 T12/T12 

9 T12/L1 L3/L3 L3/L3 L3/L3 

10 T5/T5 T5/T6 T6/T6 T7/T6 

11 T11/L1 L1/L2 L1/L2 L2/L2 

12 T4/T4 T5/T5 T6/T5 T6/T5 

13 T5/T4 T7/T6 T8/T6 T7/T6 

14 T11/T10 T12/T11 L1/T11 L5-S1/T12 

* Side of the body (right/left). 
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Table 3. Summary of AIS grades 
Subject Baseline  3 months 6 months 

1 A A B 

4 A A A 

5 A A A 

6 A A A 

7 A A A 

8 A B B 

9 A B B 

10 A A B 

11 A A C 

12 A A A 

13 A B B 

14 A B B 

AIS: ASIA impairment scale. 
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Table 4. Clinical pain measures 

 
Subject VAS PRI 

Before Months after treatment Before Months after treatment 

1 3 6 1 3 6 

1 3.0 0 0 0 6.6 0 0 0 

4 5.0 5.0 6.0 6.0 17.0 19.3 16.5 20.5 

5 4.0 6.0 6.0 0 8.5 14.5 11.0 0 

6 6.0 6.0 7.0 3.0 17.2 25.0 30.3 13 

7 1.0 0 0 0 7.0 0 0 0 

8 7.0 7.0 7.0 7.0 26.4 24.0 26.4 31.2 

9  10.0 8.0 8.0 8.0 33.7 29.5 24.3 22.2 

10 5.0 3.0 7.0 7.0 11.3 10.6 24.8 18.1 

11    8.0 8.0 7.0 0 40.5 37.0 44.9 0 

12 6.5 3.0 3.0 3.0 23.8 8.4 15.6 10.9 

13 6.0 0 7.0 8.5 28.5 0 21.1 41.1 

14 10.0 10.0 9.0 7.0 46.0 43.0 27.6 28.8 

VAS: visual analogue score for pain in millimeters; PRI: pain rating index from the McGill 
Pain Questionnaire. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Como discorrido anteriormente, a fisiopatologia da lesão medular é uma entidade 

complexa e dinâmica, na qual seus vários processos concorrem e interagem entre si. 

Estratégias de reparo necessitam de atuação em múltiplos pontos, como a redução de edema 

e da liberação de radicais livres, proteção de tecido neural susceptível a dano por lesão 

secundária pelo aumento de glutamato, estratégias de remielinizacão e modulação da 

cicatriz glial (HULSEBOSCH, 2002). Obviamente uma única estratégia terapêutica não 

será capaz de atuar em todas estas frentes. 

A reconstrução das conexões neuronais mesmo em pequena escala pode ser suficiente para 

modificar a evolução clínica do paciente com lesão medular. Demonstrou-se em 

experimento com ratos, que uma pequena quantidade de axônios funcionais, cerca de 10%, 

podem ser suficientes para promover a movimentação de membros (BLIGH, 1983). Por 

outro lado, observou-se em  pacientes com lesão medular que pequenas melhoras no quadro 

neurológico tem um grande impacto na qualidade de vida: o movimento das mãos em 

pacientes tetraplégicos tem um impacto extremo na independência destes pacientes, por 

exemplo. A melhora da função sexual foi descrita como a mais importante para pacientes 

paraplégicos, principalmente do sexo feminino; enquanto a melhora dos distúrbios 

esfincterianos são importantes para ambos os grupos paraplégicos e tetraplégicos 

(ANDERSON, 2004). Como exemplo relevante uma dos pacientes tratadas pelo protocolo 

de estudo descrito nesta tese, após período de acompanhamento, evoluindo com melhora 

expressiva de sensibilidade incluindo a genital, engravidou e apresentou gestação e parto 

sem intercorrências.   

Embora tenha ocorrido no Brasil dois estudos prévios utilizando  terapia celular 

para tratamento de lesão medular (CRISTANTE et al, 2009; CALLERA & 

NASCIMENTO, 2006), o  presente estudo é pioneiro no uso células mesenquimais para 

esta patologia em nosso país. O estudo aqui relatado, por ter sido o primeiro a utilizar 

células mesenquimais para tratamento da lesão raquimedular, foi submetido a uma 

apreciação da CONEP que se estendeu em comunicações e relatórios por 2 anos até a sua 

aprovação. Durante este período, foi realizada a montagem de laboratório no Hospital São 

Rafael para a realização do cultivo celular em sala asséptica, sendo este atestado pela 

ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) para uso em humanos.  

Inicialmente, tivemos intercorrências na instalação do sistema de refrigeração da 

sala de cultivo, o que levou a atraso no início das coletas de medula óssea. Ocorreram 
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perdas de amostras devido à instalação e regulagens deficientes das estufas de crescimento, 

sendo novas amostras tiveram de ser colhidas após a retificação dos sistemas inoperantes.  

Em comparação aos estudos clínicos descritos na revisão de literatura, observam-se 

variações no tipo celular utilizado, forma de administração  e concentração. Devido à falta 

de uniformidade, os resultados obtidos entre os diversos grupos de pesquisa foram variados 

e até conflitantes. A maioria dos artigos revisados realizou procedimentos de terapia celular 

em pacientes com lesão completa e incompleta, nosso estudo foi realizado apenas com 

pacientes com lesão completa, visando um aumento de segurança para os pacientes 

tratados. Além das variações descritas, os sistemas e exames para avaliações utilizados 

tiveram sua variação entre os artigos analisados, embora o uso do SSEP e da ressonância 

nuclear magnética tenham sido comuns a maioria dos artigos. A avaliação pré-operatória  e 

de seguimento pela escala ASIA foi um consenso na maioria dos artigos, embora um autor 

discorra sobre sua eficácia como método de avaliação para pacientes tratados com terapia 

celular  (FROLOV & BRYUKHOVETSKIY, 2012). 

 Os resultados do trabalho descrito nesta tese em relação à evolução neurológica são 

próximos aos encontrados em outros trabalhos realizados com lesão medular em fase 

crônica e subaguda. Observamos alterações na escala ASIA em 7  dos 14 pacientes tratados 

pelo nosso estudo. O artigo descrito por Lima em 2010 descreve modificações na escala 

ASIA em 11 pacientes de um grupo de 20 tratados (LIMA et al, 2010). Kishk relata 

alterações no ASIA em 12 pacientes de 20 tratados (KISHK et al, 2010). Sledtsova 

descreve melhora clínica em 49% dos pacientes tratados com células neurogênicas fetais 

em um período de observação de 3 anos (SLEDTSOVA et al, 2010). Karamouzian 

descreve resultado de 45% de alteração na escala ASIA em pacientes com lesão medular 

completa, pacientes apresentavam lesão subaguda, o grupo controle não tratado teve 

resultado de 15% de evolução espontânea (KARAMOUZIAN et al, 2012).  Liu descreve 

melhora clínica em 13 de 22 pacientes tratados, embora a totalidade dos pacientes que 

apresentaram modificações na escala ASIA foram classificados como lesão parcial 

previamente ao transplante (LIU et al, 2012). Jiang descreve 75% de melhora clínica nos 

pacientes tratados com lesões completas e incompletas, sendo que todos os pacientes com 

lesão incompleta tiveram resultado positivoembora não tenha usado a avaliação ASIA 

como parâmetro (JIANG et al, 2013). Dai descreve estudos com pacientes com lesão 

medular cervical completa utilizando CMMO, com resultado de 50% no grupo de pacientes 

tratados utilizando a escala ASIA como referência (DAI et al, 2013). Como comparação, o 

estudo descrito nesta tese foi realizado apenas com pacientes classificados como lesão 
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medular completa o que nos leva a um viés nesta comparação. 

Durante o acompanhamento dos pacientes tratados em nosso estudo, observamos no 

exame de urodinâmica o aumento na capacidade máxima vesical de ao menos 30% em 5 

pacientes; 6 pacientes tiveram melhora da sensibilidade vesical. A avaliação pré-operatória 

evidenciou hiperreflexia de detrusor em 10 pacientes e, após o procedimento, 4 pacientes 

apresentaram aumento do volume de enchimento. Ao final do estudo, contudo, todos os 

pacientes ainda necessitavam de cateterismo  de alívio. 

Geffner descreve melhora da função vesical em 7 de 8 pacientes com lesões 

medulares agudas e crônicas. Na impossibilidade de utilização de urodinâmica, o autor 

descreve escala própria de função vesical (uma escala sem padrões quantitativos) 

(GEFFNER et al, 2008).  Lima descreve que, em 15 pacientes sem sensibilidade prévia 

vesical, 5 pacientes cursaram com sensação de plenitude vesical e um paciente evoluiu com 

retorno completo de sensibilidade e controle vesicais apresentando ENMG positiva para 

controle voluntário de esfíncter vesical (LIMA et al, 2010).  Pal descreve, em uma série de 

20 pacientes, melhora da função vesical em três deles, sendo que em dois pacientes foi 

descontinuado o cateterismo vesical durante o acompanhamento. Como avaliação vesical, 

os autores empregaram apenas questionário de qualidade de vida; não foi utilizado estudo 

urodinâmico nesta série (PAL et al, 2009).  

Jiang relata melhora de 80% em 10 pacientes com distúrbio vesical na descrição do 

seu estudo, dois pacientes com retorno completo da função vesical, utilizado a Escala de 

Barthel para reabilitação neurológica, como método e avaliação vesical. Não foi realizado 

estudo urodinâmico (JIANG et al, 2013). 

 Os pacientes selecionados em nosso estudo foram avaliados durante o pré-

operatório por potencial evocado somato-sensitivo (SSEP), em nenhum paciente foi 

observado a presença de potenciais ação no exame inicial prévio ao procedimento. 

Realizado novos exames comparativos durante o seguimento 3 meses e 6 meses após 

transplante.  Em um paciente do nosso estudo, na avaliação em 3 meses, observou-se a 

presença de potencial de baixa amplitude, consistente com resposta em P37/N45 no lado 

esquerdo que se manteve estavél até o final do seguimento, observamos esta análise na 

figura 6. 
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Figura 6: Potencial de ação positivo após 3 meses de transplante avaliado por SSEP 

 

Estudos demonstram o aparecimento de onda ao exame de SSEP entre 9 a 18 meses 

após terapia celular, o nosso tempo de acompanhamento foi de 6 meses. A literatura 

demonstra que não há correlação entre a presença de SSEP e a evolução de parâmetros  

clínicos após terapia celular (FROLOV & BRYUKHOVETSKIY, 2012; CRISTANTE et 

al, 2009). Cristante relatou a positivação do SSEP em 26 pacientes de uma série de 39 

pacientes com lesão medular crônica cervical e torácica, com início da positivação do SSEP 

após 9 meses do transplante (CRISTANTE et al, 2009). Este trabalho teve como crítica a 

não aderência do autor às diretrizes internacionais do uso do SSEP em pesquisas clínicas e 

à falta de lógica e análise relacionadas à identificação das respostas corticais (STOKI & 

CURT, 2010).  

Lima observou a presença de potenciais sensitivos em 4 pacientes de uma série de 

20 pacientes. Knoller descreve SSEP positivo em dois pacientes de sua série de 5 pacientes 

tratados com transplante de macrófagos ativados (KNOLLER et al, 2005). Deda relata 

melhora ao SSEP em todos os pacientes tratados em sua série; em dois pacientes, observou-

se a presença de onda no pré-operatório, após procedimento os pacientes que não 

apresentavam potenciais de ação ao exame prévio passaram a apresentar enquanto os 
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pacientes com potenciais de ação presentes no exame prévio  evoluíram com ondas de 

caráter mais estável (DEDA et al, 2008). 

Huang descreve que, de uma série total de 108 pacientes, 31 foram acompanhados 

com Potencial Evocado Sensitivo Paravertebral (PVSEP) e ENMG e foram observadas 

melhoras no ENMG em 29 pacientes e no PVSEP em 28 pacientes (HUANG et al, 2012). 

Em estudo clínico realizado por Park em 10 pacientes com lesão medular aguda, observou-

se melhora nos exames neurofisiológicos em três pacientes que tiveram melhora clínica e 

em dois pacientes que não modificaram o quadro neurológico prévio (PARK et al, 2010). 

A maior parte dos estudos clínicos revisados realizaram procedimento de 

transplante celular em pacientes com perfil heterogêneo, apresentando lesão medular  

completa e lesão medular incompleta, alguns autores relataram não ter resultados clínicos 

em pacientes com lesão completa (LIU et al, 2013), outros autores definiram melhores 

resultados em pacientes com lesão incompleta (JIANG et al, 2013). Dois estudos revisados 

tiveram um perfil muito próximo ao estudo discutido nesta tese, realizando injeções de 

CMMO em pacientes com lesão medular completa na fase crônica da lesão. Bhanot 

realizou uma primeira injeção intralesional seguida de uma injeção intratecal após uma 

semana e uma segunda injeção após duas semanas do procedimento inicial, os resultados 

clínicos deste estudos foram limitados, apenas um paciente de 13 tratados modificou sua 

gradação na escala ASIA(BHANOT et al, 2011). Estudo chinês tratou pacientes com lesão 

medular através de injeção única de CMMO com melhora clínica de 50% dos pacientes 

tratados, sendo que estes pacientes modificaram sua classificação de ASIA A para ASIA B 

(DAI et al, 2013) enquanto em nosso estudo um paciente com lesão completa modificou 

sua classificação de ASIA A para ASIA C. Um dos diferenciais que explicam o resultado 

do nosso estudo seria a dosagem de células injetadas (em média 2x107) e o fato deste ter 

sido o único estudo clínico em que a dosagem de células foi proporcional a área de lesão 

medular. 

Observamos na tabela 1 a comparação direta entre o perfil e os resultados do 

experimento descrito nesta tese e outros estudos revisados na literatura em relação ao perfil 

de pacientes, tipo celular utilizado, as rotas de administração, resultados clínicos, resultados 

em testes funcionais. 
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Tabela 1 – Comparação dos estudos clínicos utilizando células-tronco para o 

tratamento do trauma raquimedular. 

CO: lesão completa; IN: lesão incompleta; CTH: células-tronco hematogênicas; CTBO: células-tronco de 

bainha olfatória; AR: via arterial; IT: via intratecal; IL: via intralesional. 

 

Estudos  

(autores) 

Cristante AF 

et al 

Kishik N 

et al 

Lima C 

et al 

ParkY 

et al 

Bhanot 

et al 

Dai G 

et al 

Mendonça M 

et al 

 

Ano da  

publicação 

2009 2010 2010 2010 2011 2013 2014 

No. de pacientes 

tratados 
39 44 20 10 13 20 14 

Tipo de lesão 

medular prévia 
CO + IN CO + IN CO + IN CO + IN CO  CO CO 

Presença de 

grupo controle 
Não Sim Não Não Não Sim Não 

Tipo celular 

utilizado 
CTH CMMO CTBO CMMO CMMO CMMO CMMO 

Rota de 

transplante 
AR IT IL IL IT/IL IL IL 

Modificações 

pós-operatórias 

(escala ASIA)* 

00 12 11 0 1 09 07 

Alterações no 

SSEP/PVSEP* 
23 03 04 03 00 09 01 

Seguimento 

(meses) 
36 12 12 30 03 06 06 
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O efeito adverso mais comum encontrado no nosso estudo foi dor transitória em 

região cirúrgica. Todos os pacientes tiveram alta hospitalar dentro de 48 horas após o 

transplante. Houve alteração do nível sensitivo de T7 para T5 em um paciente, contudo, 

após 2 meses a sensibilidade retornou ao nível  prévio. Observamos uma aumento 

transitório de espasticidade em 2 pacientes. 

    As complicações mais comuns relatadas na literatura são cefaléia e febre 

transitória. O quadro de cefaléia é mais comum quando se utiliza a via intratecal como rota 

de administração. O início ou aumento de dor neuropática também é descrito, sendo sua 

abrangência relatada em algumas séries a 50% dos pacientes tratados com terapia celular 

(KISHK et al, 2010). Em nosso estudo observamos a piora da dor neuropática em 3 

pacientes durante o periodo pós operatório imediato,durante o período de seguimento após 

três meses, observamos regressão de dor neuropática a níveis menores que observados no 

pré-operatório com redução do uso de medicação analgésica por estes pacientes. Quatro 

pacientes tiveram redução expressiva de dor neuropática prévia ao procedimento de 

transplante. A avalição de dor foi realizada através das escalas VASe PRI, observado 

redução da experiência dolorosa em 67% dos pacientes avaliados. 

Duas graves complicações relacionadas a processos inflamatórios foram descritas 

nas séries revisadas. Descrito quadro de meningite asséptica em paciente transplantado com 

enxerto de mucosa olfatória, levando a uma piora de quadro neurológico; após aquiescência 

do processo, paciente retornou a gradação prévia na escala ASIA, porém com novo déficit 

sensitivo permanente (LIMA et al, 2010). Em estudo realizado através da introdução de 

CMMO por via intratecal em múltiplas injeções, foi relatado quadro de obnubilação por 

seis horas após o terceira injeção; relizada tomografia de crânio, que evidenciou 

hipodensidade temporal bilateral e cerebelar sugerindo quadro de encefalite. A paciente 

tinha o diagnóstico prévio de mielite transversa (KISHK et al, 2010). 

Não foi observado, em nenhum dos estudos revisados, o aparecimento de lesões 

neoplásicas ou alterações estruturais importantes em medula espinhal. Não foram descritos 

óbitos relacionados ao procedimento. A análise realizada por todos os artigos revisados 

descreve a terapia celular para o tratamento de lesões raquimedulares como uma técnica 

segura, a despeito das várias formas de administração, diferentes tipos celulares e 

protocolos. Nossa experiência corrobora para esta conclusão. A única complicação 

relacionada diretamente ao procedimento cirúrgico relatado em nossa série foi o 
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diagnóstico de fístula liquórica pós-operatória. A literatura relata a incidência de fistula 

liquórica entre 3% a 15% de pacientes submetidos a procedimentos cirúrgicos em coluna 

vertebral, sendo observado um aumento da frequência de fístulas em reabordagens 

cirúrgicas (revisado por EPSTEIN,  2013). Praticamente todos os pacientes do nosso estudo 

tinham sido submetidos previamente a procedimento cirúrgico em coluna vertebral. Após 

procedimento cirúrgico de correção de fistula liquórica, este paciente retornou à reabilitação 

em 7 dias, sendo curiosamente o paciente que teve a melhor evolução neurológica em nosso 

estudo. 

Em relação ao desenho de estudo, observamos alguns pontos a serem comentados 

em vista das recomendações internacionais para a publicação de estudos clínicos 

relacionados à lesão medular e à lesão medular associada à terapia celular. Dentro do nosso 

estudo não utilizamos um grupo-controle para avaliação conjunta,embora esta sido uma das 

recomendações citadas(TATOR, 2006). Esta dificuldade foi apresentada em todos os 

estudos; apesar dos possíveis benefícios para a pesquisa, como poderíamos submeter um 

dos pacientes a procedimento cirúrgico invasivo simulado ou a transplante com placebo 

(TUSZYNSKI et al, 2007)? Alguns estudos utilizaram grupo controle de pacientes com 

lesão medular que não foram submetidos a qualquer procedimento,  mas seguiam em 

acompanhamento paralelo (KISHKet al, 2010). Em outra publicação, para realizar um 

estudo cego, descrevia-se a colocação de uma bandagem na cicatriz cirúrgica dos pacientes 

operados e do grupo controle antes de serem avaliados clinicamente (MACKAY-SIM et al 

2008). Acredito que um grupo controle que não tenha sido submetido ao mesmoprotocolo 

não traga nenhum benefício concreto ao estudo.Como os pacientes tratados no estudo 

descrito nesta tese apresentavam lesão medular crônica estabelecida, entendemos que a 

evolução natural da lesão medular seria utilizada como controle.  

Entra em discussão uma outra recomendação de desenho de estudo em que as 

avaliações neurológicas sejam realizadas por um observador independente que não tenha 

vínculos com os pesquisadores principais (DOBKIN, 2010). Em nosso estudo os pacientes 

foram examinados durante o período de avaliação por equipe participante do projeto; em 

um projeto futuro, esta recomendação deverá ser seguida de forma objetiva. 

Pela literatura atual, é recomendado um tempo de seguimento mínimo de 24 meses 

para estudos clínicos  classificados como regenerativos (TATOR, 2006).  

As demais recomendações foram seguidas neste estudo, como a definição do tipo 

celular, caracterização fenotípica, padronização da quantidade de células injetadas e 

descrição da via de administração (DOBKIN, 2010). A avaliação pela escala ASIA foi 
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utilizada na avaliação inicial e durante o período de segmento(TATOR, 2006). Para as 

avaliações de exames de imagem, utilizamos a ressonância nuclear magnética , e para 

exames funcionais, o potencial evocado (TATOR, 2006). Para participar do estudo, 

pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido. A pesquisa foi aprovado 

pelo Comitê Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP), e protocolo de estudo foi registrado 

no NIH (TATOR, 2006; DOBKIN, 2010). 

Em análise dos resultados obtidos pelo protocolo de estudo descrito nesta tese, 

algumas considerações são descritas. Durante o acompanhamento clínico, foi observado que 

a evolução neurológica dos pacientes tratados se mantinha, em média, por 90 dias após o 

transplante, após este período a evolução neurológica estacionava. Praticamente não 

observamos ganhos neurológicos consistentes após este período.  Estudos experimentais 

demonstram a viabilidade de células mesenquimais após transplante por três meses 

(MAHAMOUDet al, 2003), a  curva de evolução clínica obtida em felinos chega a um platô  

após três meses de transplante (PENHA et al, 2012). Em um próximo protocolo, podemos 

avaliar a possibilidade de múltiplos transplantes com um intervalo de tempo de 90 dias. Para 

evitar a realização de múltiplos procedimentos cirúrgicos invasivos, podemos utilizar uma 

técnica minimamente invasiva, como a punção de medula espinhal guiada por tomografia 

computadorizada para injeções subsequentes, abordagem já utilizada com sucesso em outro 

estudo (JIANGet al, 2013). 

O protocolo de fisioterapia também merece uma reavaliação. A cinesioterapia, 

técnica utilizada na reabilitação, seria a mais indicada para este processo específico de 

reabilitação? Lima descreve o uso de duas técnicas diferentes de reabilitação em sua série, 

discorrendo sobre o diferença significativa de resultados entre as técnicas (LIMA et al, 

2010). Observamos estudo indiano, em que Lima esteve como coautor e, apesar dos autores 

seguirem de forma rígida o protocolo celular e cirúrgico do trabalho português, não foi 

realizado uma reabilitação sistematizada levando a resultados inferiores em relação ao 

trabalho original de Lima (CHHABRA et al, 2009). Não observamos entre as séries 

estudadas padronizações dos procedimentos fisioterápicos e de reabilitação. A confecção de 

um protocolo internacional de reabilitação amplamente aceito seria uma forma de se reduzir 

este viés entre os estudos. 

Em relação a análise estastística realizada observamos uma correlação entre o 

escore motor ASIA e o nível de lesão medular baixa. Observamos uma relação inversa 

entre o escore sensitivo light touch e o volume de lesão medular. Nosso trabalho foi o único 

dos estudos clínicos revisados que fez uma correlação entre os resultados clínicos obtidos e 
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características da lesão medular, sugerindo que estas características podem influenciar a 

eficácia da terapia celular  

         Uma possível explicação para a correlação entre nível medular torácico baixo e a 

melhora dos achados motores esta na definição do nível medular do Centro Gerador de 

Padrão. O Centro Gerador de Padrão (CPG) é um conjunto de interneurônios associados à 

substância cinzenta do H medular em determinado nível da coluna torácica, responsável pela 

geração do ritmo básico de alternância entre os múltiplos grupos musculares dos membros 

inferiores, gerando o padrão de movimento que leva ao caminhar (ROSSIGNOL & 

FRIGON, 2011). 

 Embora bem estudado em cães e gatos, nos quais o nível medular do CPG está 

definido, existem poucos estudos definindo a localização topográfica do CPG em humanos. 

Utilizando uma técnica indireta, a estimulação eletromagnética em medula espinhal 

através de um gerador externo, Gerasimenko definiu, funcionalmente, o nível medular em 

que é gerado o padrão responsável pelo caminhar em humanos. Os níveis T11 e T12 seriam 

os sítios anatômicos do CPG na espécie humana (GERASIMENKOet al, 2010). 

É importante que os mecanismos neuronais subjacentes ao CPG humano sejam 

compreendidos em condições normais ou patológicas para em seguida se maximizar a 

recuperação da locomoção em pacientes com lesão no SNC (HUBLI, 2013) 

  Descreve-se que a área medular associada ao CPG é rica em interneurônios 

associados ao corno anterior e à mobilização dos membros inferiores. Como descrito na 

literatura, após uma lesão medular, neurônios desconectados dos feixes ascendentes e 

descendentes espinhais podem realizar conexões regionais no plano transverso e manter-se 

viáveis (YANG et al, 1990).  Nossa conclusão é de que a lesão medular localizada no nível 

topográfico do CPG tenha uma possibilidade de resultado neurológico expressivo após 

terapia celular, devido a um aumento da população de interneurônios associados ao 

mecanismo motor neste nível em particular. 

Nos últimos anos, observamos um grande número de artigos experimentais em que 

lesões medulares são tratadas por terapia celular pelo transplante de células-tronco 

pluripotentes induzidas (IPSC), estas são células-tronco pluripotentes derivadas de células 

somáticas adultas em que foi realizada reprogramação através de vetores virais para 

introduzir quatro genes que codificam os fatores de transcrição: Oct4, Sox2, Klf4 e c-Myc. 

As células são redefinidas a um estágio extremamente inicial do seu desenvolvimento, no 

qual possuíam pluripotência. As células pluripotentes teriam a capacidade de se diferenciar 

em células dos três folhetos germinativos: endoderma, mesoderma e ectoderma. Em 
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oposição, às células pluripotentes embrionárias, não são observados questões de cunho 

ético ou religioso, tendo em vista que sua origem procede de células somáticas adultas 

podendo ser utilizado  células autólogas.  

A possibilidade de imunogenicidade e o desenvolvimento de teratomas após  

transplante de IPSC são obstáculos importantes na aplicabilidade do método em estudos 

clínicos. Linhagens de clones consideradas seguras estão sendo desenvolvidas, assim como 

formas de diferenciação não utilizando vírus como vetores também. Uma estratégia 

utilizada para tornar os transplantes mais seguros seria a diferenciação in vitro de IPSC em 

células-tronco neurais previamente ao transplante, dessa forma reduzindo a provável 

imunogenicidade e a formação de componentes neoplásicos (OKANO et al, 2013). 

Estudos experimentais foram realizados demonstrando a capacidade de células-

tronco neurais derivadas de IPSC promoverem recuperação funcional em modelo animal de 

lesão medular. Observou-se em um estudo a diferenciação das células transplantadas em 

componentes das três linhagens neurais (TSUJI et al, 2010). Nori teve resultados 

semelhantes utilizando IPSC derivado de células humanas (NORI et al, 2011; 

KOBAYASHI et al, 2012). Foram relatados ainda, em outros estudos, a diferenciação 

direta de IPSC em neurônios motores funcionais (KARUMBAYARAMet al, 2009) ou 

mesmo a diferenciação direta de fibroblastos em neurônios motores espinhais (SON et al, 

2011). 

Okano e Yamanaka, prêmio Nobel em 2012, têm a programação de estudo clínico 

utilizando células-tronco neurais derivadas de IPSC. Neste estudo, será criado um banco de 

células-tronco neurais derivadas de IPSC para tratamento de pacientes com lesão 

raquimedular subaguda (OKANO & YAMANAKA, 2014).  

Acreditamos que, com o desenvolvimento de novas estratégias de transplante 

associadas à evolução da tecnologia de manipulação celular, melhores resultados poderão 

ser obtidos em protocolos de tratamento futuros.   
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6. CONCLUSÕES 

 

 O procedimento de transplante autólogo de CMMO para tratamento de pacientes com 

traumatismo raquimedular demonstrou ser seguro durante o período de acompanhamento de 

seis meses. 

 Adicionalmente, comprovou-se a eficácia do método por meio da observação clínica 

com alterações na escala ASIA em 7 dos 14 pacientes tratados. Encontrou-se ainda melhora 

nos exames funcionais com positivação do SSEP em 1 paciente e modificações na 

urodinâmica em 5pacientes. Diante do exposto, acredita-se que a técnica empregada tenha 

potencial promissor no tratamento de pacientes portadores de lesão raquimedular. No entanto, 

estudos futuros, com maior número de pacientes devem ser realizados para a consolidação dos 

referidos achados. 
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ANEXO 2 

 

 

 

Comments:

(scoring on reverse side)

STANDARD NEUROLOGICAL CLASSIFICATION 

OF SPINAL CORD INJURY

REV 03/06

Patient Name ____________________________________

Examiner Name __________________________________ Date/Time of Exam___________________

(distal phalanx of  middle finger)

(little finger)

MUSCLE GRADING
0 total paralysis

1 palpable or visible contraction

2 active movement, full range of
motion, gravity eliminated

3 active movement, full range of
motion, against gravity

4 active movement, full range of
motion, against gravity and provides
some resistance

5 active movement, full range of
motion, against gravity and provides
normal resistance

5* muscle able to exert, in examiner’s
judgement, sufficient resistance to be
considered normal if identifiable
inhibiting factors were not present

NT not testable. Patient unable to reliably
exert effort or muscle unavailable for test-
ing due to factors such as immobilization,
pain on effort or contracture.

ASIA IMPAIRMENT SCALE

A = Complete: No motor or sensory
function is preserved in the sacral
segments S4-S5.

B = Incomplete: Sensory but not motor
function is preserved below the
neurological level and includes the
sacral segments S4-S5.

C = Incomplete: Motor function is pre-
served below the neurological
level, and more than half of key
muscles below the neurological
level have a muscle grade less 
than 3.

D = Incomplete: Motor function is pre-
served below the neurological
level, and at least half of key mus-
cles below the neurological level
have a muscle grade of 3 
or more.

E = Normal: Motor and sensory func-
tion are normal.

CLINICAL SYNDROMES

(OPTIONAL)

Central Cord
Brown-Sequard
Anterior Cord
Conus Medullaris
Cauda Equina

STEPS IN CLASSIFICATION
The following order is recommended in determining the classification
of individuals with SCI.

1. Determine sensory levels for right and left sides.

2. Determine motor levels for right and left sides.
Note: in regions where there is no myotome to test, the motor level

is presumed to be the same as the sensory level.

3. Determine the single neurological level.
This is the lowest segment where motor and sensory function is nor-
mal on both sides, and is the most cephalad of the sensory and

motor levels determined in steps 1 and 2.

4. Determine whether the injury is Complete or Incomplete 
(sacral sparing).
If voluntary anal contraction = No AND all S4-5 sensory scores = 0
AND any anal sensation = No, then injury is COMPLETE.

Otherwise injury is incomplete.

5. Determine ASIA Impairment Scale (AIS) Grade:
Is injury Complete? If YES, AIS=A Record ZPP 

(For ZPP record lowest dermatome or myotome on 
each side with some (non-zero score) preservation)

Is injury 
motor incomplete? If NO, AIS=B

(Yes=voluntary anal contraction OR motor 
function more than three levels below the motor 
level on a given side.)

Are at least half of the key muscles below the 

(single) neurological level graded 3 or better? 

AIS=C AIS=D

I f sensation and motor function is normal in all segments, AIS=E

Note: AIS E is used in follow up testing when an individual with a
documented SCI has recovered normal function.  If at initial testing

no deficits are found, the individual is neurologically intact; the
ASIA Impairment Scale does not apply.

NO

YES

NO YES


