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Resumo

A lesdo medular (LM) apresenta grande complexidade e compromete a medula espinhal (ME),
responséavel por executar fung¢des vitais do organismo. Apos a LM inicia-se um processo inflamatério
local que induz a formacao de cicatriz glial. Atualmente, o tratamento da LM é pouco eficiente e
apresenta grandes limitacdes, gerando sequelas graves e irreversiveis. Este estudo objetivou
identificar, por imuno-histoquimica, a eficacia do tratamento com membrana amniética humana na
expresséo de astrocitos, células associadas a cicatriz glial. Foram utilizados 15 ratos machos, 60 dias,
230g + 20g alocados em 3 grupos: Controle, Lesdo e Membrana Amnidtica. A andlise por imuno-
histoquimica permitiu avaliar a expresséo de biomarcador especifico, sendo utilizada a proteina acida
fibrilar glial (GFAP- Abcam®), especifica para astrécitos. Os resultados inéditos obtidos neste estudo
indicam a eficacia da membrana amnidtica visto que o grupo tratado com esse biomaterial apresentou
reducéo na formagéao de astrocitos hipertréficos e da gliose, favorecendo a preservagéo da arquitetura
do tecido nervoso quando comparado ao grupo Lesdo sem tratamento.

Palavras-chave: Lesdao Medular. Astrdcitos. Imunohistoquimica. Membrana Amniética.
Area do Conhecimento: Biomedicina
Introducao

A lesdo medular (LM) é uma lesdo de grande complexidade que compromete a medula espinhal
(ME), parte do sistema nervoso central (SNC), responsavel por executar fun¢des vitais e de grande
importancia para o corpo. Apresenta em sua composigao neurdnios e grande variedade de células da
glia, dentre as quais se destacam os astrécitos, cuja fungéo esta ligada ao suporte e sustentacéo do
SNC. A LM apresenta diferentes graus e o nivel de comprometimento das fungfes no individuo esta
associado a regido da medula espinhal acometida. Pode ser causada por trauma, por tumores
localizados proximos a medula espinhal ou consequente a um dano ndo traumatico. O trauma fisico,
decorrente de um impacto, pode ser causado por inUmeros fatores no cotidiano, destacando-se os
acidentes decorrentes de prética esportiva, em ambiente doméstico, resultados de atos violentos e de
acidentes automobilisticos (GUIMARAES et al., 2021; FERNANDES BONDAN et al., 2003). Em
resposta ao trauma na regido medular, inicia-se o processo inflamatério local, caracterizado por
formacao de edema, presenca de células inflamatdrias, recrutamento de células de defesa e liberagdo
de mediadores quimicos proé-inflamatérios. Esses mecanismos de natureza enddgena, associados as
alteracdes bioquimicas do tecido lesionado, podem favorecer a progressdo do processo de lesao
tecidual e dificultar o retorno ao microambiente de homeostasia no tecido, induzindo a formacao de
cicatriz glial pelo aumento de astrécitos nessa regido (BONDAN et al., 2017).

Atualmente, o tratamento da LM é pouco eficiente e apresenta grandes limitagées, gerando sequelas
graves e irreversiveis, consequentes a protocolos terapéuticos insuficientes, com reducdo ou perda
total da funcdo motora e da sensibilidade dos membros acometidos (BOULOS et al., 2023).Diante do
cenario atual, novas propostas terapéuticas tem ganhado espaco para tratamento da LM, ressaltando
a importancia de pesquisas que minimizem o processo inflamatério pés lesdo medular e suas
consequéncias. Dentre as novas abordagens terapéuticas, destacam-se a aplicacdo da membrana
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amniética (MA), a terapia celular e a fotobiomodulagdo (PBM) (ORLANDIN et al., 2021; NEVES et al.,
2018; OLIVEIRA et al., 2016).

A membrana amnidtica humana tem sido amplamente utilizada em diferentes abordagens
terapéuticas, como um método de tratamento inovador, tanto em experimentacao animal (Campelo et
al., 2018) quanto em aplica¢cdes clinicas (DE ALENCAR et al., 2021). Esse biomaterial € obtido por
meio do processamento da placenta humana colhida a partir de cesarias a termo. A MA apresenta
resultados promissores na terapia regenerativa de diferentes tecidos, dentre os quais destacam-se
tratamento de queimaduras (AMORIM et al., 2021), tratamento na lesdo de tenddo (NICODEMO et al.,
2017), reducéo da fibrose hepatica (SANT'ANNA et al., 2011), tratamento de feridas em pé de pacientes
com Diabetes mellitus tipo Il (DE ALENCAR et al., 2021) e aplicacdo no tratamento de lesdo medular
em ratos, com a finalidade de diminuir os danos teciduais (OLIVEIRA et al., 2016). A terapia com a
membrana aminidtica tem se mostrado eficaz por apresentar caracteristicas anti-inflamatoria,
antinecrotica, antifibrotica, antimicrobiana. Auxilia a imunomodulacao, e apresenta baixa probabilidade
de induzir resposta inflamatoria. Além disso, sua estrutura atua como scaffold, proporcionando suporte
para a proliferagdo tecidual. Assim, este estudo tem por objetivo identificar, por imuno-histoquimica, a
eficacia da aplicacdo da Membrana amnidtica no tratamento de lesdes medulares, avaliando a
presenca de astrdcitos hipertroficos, células associadas a formacao de cicatriz glial.

Metodologia

O estudo foi submetido e aprovado pelos Comités de Experimentacdo com Uso de Animais e de
Etica em Pesquisa (A17/CEUA/2014 e 063/2011-PH/CEP). Foram utilizados 15 ratos Wistar, machos,
60 dias de idade e peso entre 230 + 20 g, alocados aleatoriamente em trés grupos: Controle- simulagéo
da lesdo medular; Lesdo- inducdo da lesdo medular sem tratamento; Membrana amnidtica- lesdo
medular seguida da aplicacéo de fragmento de membrana amniotica.

A membrana amniética foi obtida a partir de placentas coletadas de cesarianas, com tempo de
gestacdo a termo, e resultados negativos de exames sorologicos para HIV- 1 e 2, hepatite B e C e
sifilis. As placentas foram transportadas para o laboratdrio, onde em condi¢Bes estéreis a MA foi
destacada do cério e exaustivamente lavada com PBS, anfotericina B, penicilina e estreptomicina, e a
seguir seccionada em fragmentos de 2 cm?, os quais foram armazenados em tubos com DMEN, e
utilizados em até 24 h apds seu processamento.

Os procedimentos cirdrgicos para induzir a LM, apés a anestesia com isoflurano (2%),
compreenderam a remoc¢ao do processo espinhoso da medula 6ssea (laminectomia, entre T9-T10),
para exposicdo da medula espinhal. Nos animais dos grupos Lesao e Membrana foi realizada a leséo
medular por contusdo, com o uso de mini guilhotina sustentando um peso de 10 g. Nos animais do
grupo Controle houve apenas a simulacao da lesdo medular e da aplicacdo da MA, enquanto no grupo
Membrana foi aplicado um fragmento de membrana amnidtica.

Apéds 28 dias, os animais de todos os grupos foram eutanasiados para a obtencdo de fragmentos
dos tecidos da regido de interesse, entre T9 e T10. Esse material foi imerso em formol tamponado a 10
% por 24 h e encaminhado para processamento histologico de rotina, que incluiu descalcificagdo com
EDTA, diafanizagdo em xilol, inclusdo em parafina e realizagdo de cortes histolégicos de 5 pm de
espessura, os quais foram colocados em laminas previamente cobertas com poli-lisina para a reacéo
de imuno-histoquimica.

A Figura 1 apresenta o esquema representativo do protocolo do experimento seguindo para a
andlise por imuno-histoquimica, técnica que avalia a expressao de biomarcadores especificos, sendo
selecionada a marcacao da proteina acida fibrilar glial (GFAP- Abcam®), especifica para astrocitos.

A reacdo imuno-histoguimica iniciou-se com a desparafinizag&o dos cortes histoldégicos em estufa a
57 °C por 30 min. Durante esse periodo foram preparadas as solu¢des tampéo de PBS + Tween 20
(NaCl anidro + N2HPO4 + NaH2PO4 + H:0 + 4gua destilada) e de citrato (acido citrico anidro + agua
destilada) igualando o pH a 7,4 e 6,11, respectivamente. Apds o inicio da desparafinizacdo em estufa,
os cortes foram colocados em berco de nylon e submersos em cubetas contendo, Xilol para a
continuagdo da desparafinizacéo, totalizando 2 trocas de 10 min cada. Em seguida, para o processo
de hidratacédo, os cortes foram imersos em alcool em concentracdes decrescentes (100%, 95% e 70%,
3 min/cada). A seguir, os cortes histolégicos foram colocados em banho-maria, em solu¢ao de tampao
citrato (10 mM, pH 6,0, a 96 °C por 20min), seguido da imersdo em agua destilada, visando a
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recuperacao antigénica. Para o blogqueio da atividade da peroxidase enddgena, as laminas com os
cortes histolégicos foram colocadas em um ber¢o de vidro, envolto com papel aluminio e presencga de
agua oxigenada 3% (10 V), por 15min, seguido de 3 lavagens em PBS contendo 0,05% Tween 20
(Sigma, Saint Louis, MO, E.U.A.). As laminas foram transferidas para uma camara umida, onde foi
adicionada a solucéo Protein Block of EXPOSE Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB Detection IHC kit
(Abcam, Cambridge, UK; ab80436), por 10min, visando bloquear marcacdes inespecificas. Os cortes
histolégicos foram incubados com o anticorpo primario monoclonal anti-GFAP (ab10062, AbCam, clone
GF5), na diluicdo 1/500, em cdmara Umida a 4 °C, durante 14 h a 16 h. Apés 4 lavagens de 3 min cada,
com o tampédo PBS+0,05% Tween 20 (PBST), foi inserida 1 gota do “Mouse Specifying Complement” -
Kit Abcam® (ab80436) por 10 min. Novamente, foram feitas lavagens com PBST, 3 min cada, e
adicionado o anticorpo secundario (Goat anti-rabbit HRP Conjugate of EXPOSE Mouse and Rabbit
Specific HRP/DAB Detection IHC kit (Abcam, Cambridge, UK; ab80436), o qual ficou incubando por
15 min. Em seguida, foram realizadas 4 lavagens com tampé&o PBST, por 3 min cada, e adicionado o
substrato/cromogeno DAB 110 mililitros — Kit Abcam®, por 2 min, seguido da contra coloragdo com
hematoxilina de Harris por 35s, desidratacao em alcool 95% e alcool 100%, 3 min em cada soluc¢éo,
diafanizacéo por 5 min em Xilol, e montagem com Permount .

Figura 1 — Esquema representativo do protocolo do experimento adotado no presente estudo para avaliagdo
guantitativa de astrécitos geminocisticos, ou hipertréficos.
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Fonte: Autor (2023).

A imuno marcagdo da GFAP, especifica para os astrocitos, foi avaliada qualitativamente e
guantitativamente, por meio andlise digital quantitativa morfométrica dos astrdcitos. Para isto, as
imagens microscopicas das imuno marcagdo foram visualizadas no Microscopio Trinocular Leica
DM2500 e capturadas por uma camera digital (LEICA DFC 425) e digitalizadas em 1024x768 pixels,
24 bits / pixel de resolugdo com uma ampliacéo global de 400x. Os dados foram submetidos ao teste
de normalidade Shapiro-Wilk, e em seguida ao teste paramétrico ANOVA para amostras
independentes, seguido do teste de Tukey. As diferencas entre grupos foram testadas em um nivel de
significancia de 95% (p<0.05). A andlise dos dados e a constru¢@o dos graficos foi realizada com o
programa GraphPad Prism 6.

Resultados
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Andlise Qualitativa

A técnica de imuno-histoquimica permitiu evidenciar especificamente os astrécitos, pois a Proteina
Acida Fibrilar Glial (GFAP), presente apenas nesta célula, apresentou marcacdo de coloracio
acastanhada, em virtude da reacao de antigeno e anticorpo.

Observou-se que o grupo Controle apresentou baixa expresséo dessa proteina (GFAP) e auséncia
de formacéo de cavitagdo, normalmente associada ao processo de morte celular e destruicao tecidual.
Além desses aspectos, havia presenca discreta de astrécitos gemistocisticos, também denominados
astrécitos hipertréficos, nesse grupo. Por outro lado, no grupo Lesdo, houve aumento exacerbado de
marcacao da GFAP associado a elevado nimero de astrocitos gemistocisticos em toda regido medular.
Além disso, no entorno das cavidades cisticas e micro cavidades, presentes nos cortes histolégicos
desse grupo, foi possivel observar grande presenca de astrécitos gemistocisticos com intensa
marcacdo de GFAP. Essas cavitagbes apresentavam propor¢cdes maiores, bem como estavam em
maior quantidade no grupo Lesdo, comparado aos demais grupos estudados (Controle e Membrana
Amnidtica). No grupo tratado com MAH foram observadas cavitacdes de tamanho reduzido e em menor
quantidade, comparado ao Grupo Les&o, com discreta expressdo da Proteina Acida Fibrilar Glial
(GFAP), e baixa presenca de astrocitos gemistocisticos.

Os aspectos descritos para todos o0s grupos estédo apresentados na Figura 2.

Figura 2 - Imagens representativas da expressao de GFAP (ponta de seta) e cavidades cisticas (*) nos
gurpos Controle (A), Lesédo (B) e Membrana amniética (C) 5 X.
B) C)

Fonte: Autor (2023).
Anélise Quantitativa

A marcagdo imuno-histoquimica permitiu realizar a contagem de astrocitos gemistocisticos
presentes nas regido dorsal, ventral, direita e esquerda da medula excisada, e a analise quantitativa
comparativa dos dados coletados dos grupos Controle, Lesdo e Membrana amnittica humana. Os
dados analisados por meio da ANOVA e Tukey mostram que a média do nimero de astrocitos no grupo
Leséo, quando comparada com o grupo Controle, foi estatisticamente muito significante (30.88+3.56 x
3.75+2.05; p<0.01). A comparacéo desses dados (Controle) com o grupo Membrana amniética também
apresentou elevada significancia estatistica (30.88+3.56 x 13.80+3.14; p<0.01). Entretanto, quando a
média do nimero de astrécitos do grupo Controle foi comparada a do grupo Membrana amniética ndo
foi detectada diferenca significativa (3.75+2.05 x 13.80+3.14; p>0.05), conforme apresentado na Figura
3.

Discusséao

A proliferacdo de astrocitos no SNC estd associada ao processo de reparo de lesdes no tecido e,
em lesBes de nivel critico, essa célula pode apresentar elevada reatividade, induzindo a formacao de
cicatriz glial, quando recebe a denominacdo de astrécito gemistocistico ou hipertréfico. O astrocito
apresenta, em sua membrana celular, um marcador de superficie especifico denominado Proteina
Acida Fibrilar Glial (GFAP), que pode ser utilizado como meio de identificag&o especifico dessas células
no tecido nervoso (GOMES et al., 2013).
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O reduzido numero de astrécitos gemistocisticos detectado no grupo Controle indica que a
simulagdo do dano medular ndo estimulou a proliferagdo ou a hipretrofia dessas células. Os cortes
histol6gicos desse grupo apresentaram estrutura tecidual e arquitetura integra, sem a formacgéo de
cavidades cisticas ou micro cavidades e reduzida expressao da proteina GFAP, quando comparados
aos demais grupos.

Figura 3 - Imagens representativas da presenca de astrécitos gemistocisticos (ponta de seta) e micro cavidades
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Fonte: Autor (2023).

Figura 4 - Gréfico representativo da quantificacdo de astrécitos geminocisticos nos grupos Controle, Leséo e
Membrana amniética apés marcagéo por imuno-histoquimica da proteina GFAP. * p<0.01 versus grupo lesao; #
p<0.01 versus grupo controle.

20

Numero de astrécitos

¥ T
Controle Lesao Membrana

Fonte: Autor (2023).

Por outro lado, a analise histolégica dos espécimes do grupo Lesao revelou expressiva perda de
tecido nervoso pela formacéo de muitas micro cavidades, bem como de cavidades com aspecto cistico,
associadas a abundante infiltrado inflamatério na regido da LM, e intensa presenca de astrécitos
gemistocisticos ao redor dessas cavidades, visiveis pelo aumento da expresséo da proteina GFAP. A
elevada expressao da proteina GFAP e a presenca dos astrdcitos gemistocisticos ao redor das
cavidades revelam o comportamento dessas células da glia frente a uma agressdo. Os astrécitos
ocuparam todo o perimetro da lesdo, formando uma fibrose ou cicatriz glial, prejudicando ou
interrompendo a possivel conexao entre os neurdnios integros e alterando o microambiente tecidual,
prejudicando o restabelecimento das caracteristicas teciduais normais (FERNANDES BONDAN et al.,
2003; BONDAN et al., 2017).

Tanto a andlise qualitativa, quanto a quantitativa, revelaram que o grupo tratado com Membrana
Aminiética humana apresentou diminui¢cdo da resposta inflamatéria no local da lesdo com reduzida
formacao de micro cavidades e de cavidades cisticas, baixa expresséo da proteina GFAP e discreta
presenca de astricitos gemistocisticos. Os resultados sugerem, de forma inédita, que o tratamento com
a membrana aminiética humana controla 0 aumento da mutiplicacdo e da reatividade dos astrdcitos,
gue se apresentaram em menor quantidade e distribuidos entre as fibras nervosas.

Os resultados indicam que a aplicacdo da MAH, na forma de fragmento, apresentou acdo
neuroprotetora, por recobrir e proteger a area da lesdo e controlar a progressdo do processo
inflamatdrio, considerando a reduzida presenca de células inflamatérias no grupo tratado quando
comparado ao observado no grupo Lesdo. Em consequéncia, houve reducdo no processo de
degeneracdo dos axdnios na regido da LM, e na formacdo da cicatriz glial, minimizando os efeitos
enddgenos negativos, caracteristicos do periodo pés LM. Todos esses aspectos culminaram em um
microambiente mais favoravel a regeneracao tecidual na regido da LM apds o tratamento com esse
biomaterial.
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Novos estudos devem ser desenvolvidos buscando reforcar os promissores resultados obtidos no
presente estudo, com o intuito de estabelecer protocolos inovadores de tratamento para LM, que
permitam recuperar as funcionalidades perdidas em consequéncia do dano no SNC, utilizando
biomateriais de grande disponibilidade e facil manipulacéo, descartados apds o parto.

Conclusao

Os resultados do presente estudo permitiram verificar, por imuno-histoquimica, a eficacia da
aplicacdo de fragmentos da membrana amnidtica para tratamento de lesdo medular induzida em
animais de experimentagdo. Observou-se que o grupo tratado com esse biomaterial apresentou
reducdo na formacao de astrocitos hipertréficos, reduzindo a gliose e favorecendo a preservagéo da
arquitetura do tecido nervoso, quando comparado ao grupo Lesé@o sem tratamento. Sugere-se que a
aplicagdo da MA na forma de fragmento mantém o microambiente tecidual favorecendo o processo de
reparo da lesdo medular.
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