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RESUMO

Paraparesia e paraplegia séo sinais clinicos comuns em cées, sendo que a
principal causa é a hérnia discal, que promove compressao da medula espinhal.
Esta é considerada emergéncia neuroldgica. Nao existe terapia farmacolégica
eficaz para a lesdo medular primaria e a terapia farmacoldgica para lesdo medular
secundaria € questionavel quanto a sua eficacia. Quando ha compressao medular
evidente na mielografia, tomografia computadorizada e/ou ressonancia magnética
a descompressao cirargica o mais breve possivel é indicada. Apesar de diversas
terapias medicamentosas ou celulares bem-sucedidas ainda n&o foi observado a
recuperacao total das lesdes do parénquima medular lesionado. O transplante de
células-tronco tem sido considerado opcdo promissora para 0 tratamento de
disturbios neurolégicos, incluindo lesées medulares agudas e cronicas, devido seu
efeito anti-inflamatorio, potencial angiogénico, acdo paracrina e eventual
transformacdo neuronal. Este estudo tem como objetivo avaliar 22 cdes com
paraplegia aguda, devido a hérnia discal toracolombar, nos graus IV e V e os efeitos
da descompressao cirdrgica associada ou ndo ao transplante de células-tronco

mesenquimais (CTMs) de forma epidural no momento da cirurgia.

Palavras Chaves: neurocirurgia, terapia celular, paraplegia, paraparesia, caes.



ABSTRACT

Paraparesis and paraplegia are common in dogs. The main cause is
herniated disc, which promotes compression of the spinal cord and is considered a
neurological emergency. There is no effective pharmacological therapy for primary
spinal cord injury and pharmacological therapy for secondary spinal cord injury is
guestionable regarding it is efficacy. When there is evident spinal compression in
myelography, computed tomography and/or magnetic resonance image, surgical
decompression as soon as possible is indicated. Despite several successful drug or
cellular therapies, full recovery of lesions of the injured medullary parenchyma has
not yet been observed. Stem cell transplantation has been considered a promising
option for the treatment of neurological disorders, including acute and chronic spinal
cord injury because anti-inflammatory effect, angiogenic potential, paracrine action
and eventual neuronal transformation. This study aims to evaluate dogs with acute
paraplegia due to thoracolumbar disc herniation in degrees IV and V and the effects
of surgical decompression associate or not to the transplantation of mesenchymal

stem cell (MSC) in an epidural manner at the time of surgery.

Key words: Neurosurgery, cell therapy, paraplegia, paraparesis, dogs.



CAPITULO 1

1. INTRODUGCAO E CONTEXTUALIZACAO

Uma das causas mais comuns no atendimento neurolégico em animais de
companhia é a compressdo medular, principalmente nos segmentos
toracolombares (T3-L3), tal compresséao pode incluir varios sinais clinicos, incluindo:
dor, ataxia, perda parcial ou total da motricidade, bexiga neurogénica e perda da
nocicepcao. As lesdes medulares podem ser decorrentes de fatores extrinsecos
como atropelamentos, quedas, brigas, chutes ou projéteis balisticos, situacdes que
causam fraturas com consequentes luxac¢des ou subluxacdes vertebrais, ou podem
ser secundarias a fatores intrinsecos como neoplasias, embolismo fibrocartilaginoso
ou hérnias discais (Coates, 2013; Dewey e Costa 2016).

Dentre todas as causas de compressao medular, as hérnias discais sao as
mais frequentes. O termo herniagcdo do disco pode ser caracterizado por um
conjunto de fendmenos: 1) Extrusdo do nucleo pulposo (Hansen tipo I), 2) Protrusao
do anel fibroso (Hansen tipo Il), 3) Extrusdo aguda ndo compressiva do nucleo
pulposo, qguando ha contusdo medular pela alta velocidade de pequena quantidade
de material discal que se choca na medula (Hansen tipo Ill), 4) Hérnia intervertebral
(nédulo de Schmorl), quando ocorre degeneracéo da extremidade cranial ou caudal
do corpo vertebral em conjunto com o disco intervertebral, e ambos vem a comprimir
a medula, condicdo rara em quadrupedes, e 5) Hérnia sequestrada (presenca de
material anular ou nuclear herniado que ndo é mais contiguo com o disco) (Mankin
e Franck 2015).

Existem diferengcas de origem e de desenvolvimento das lesdes
compressivas sUbitas comumente associadas a extrusdo do nudcleo pulposo, e
lesGes compressivas de lenta progressao, usualmente protrusées do anel fibroso,
gue se traduzem em alteracdes de natureza distintas no parénquima medular,
implicando diferentes estratégias terapéuticas (Coates, 2013).

A extensdo do dano mecanico primario varia amplamente em significado,

ocorrendo desde a ruptura completa da medula espinhal em fraturas vertebrais



deslocadas até a lesdo minima em certas herniacdes discais (Toombs e Waters,
2007). Os déficits neurolégicos em consequéncia da lesdo aguda da medula
espinhal podem resultar de contusdo mecanica (leséo primaria) das vias neuronais
imediatamente apds o trauma, assim como de leséo tecidual tardia (secundéria) que
ocorre em um periodo de minutos a dias apds a primaria. Essas lesdes tardias
relacionam-se ao desencadeamento de cascata de eventos destrutivos sistémicos,
locais, celulares, que promovem isquemia, hipoxia, edema e diversos eventos
bioguimicos prejudiciais @ medula espinhal (Osako et al., 2008).

Tais lesdes podem atingir todas as regiées medulares, e dependendo da
localizacdo, produzirdo sinais clinicos e neurolédgicos especificos. A gravidade da
lesdo medular secundaria a hérnia discal, depende da velocidade e impacto inicial,
bem como a quantidade de material herniado e o tempo de compressdo medular
(Dewey e Costa, 2016).

As hérnias discais graves em cdes podem causar perdas motoras e
sensitivas, alteragbes no funcionamento do sistema urinario, além de
comprometimento intestinal, respiratorio, circulatério e reprodutivo, dependendo da
localizacédo da lesdo medular (Lianza et al., 2001; Park et al., 2012). Cerca de 10%
dos pacientes com lesdes medulares toracolombares graves podem desenvolver
mielomalacia, que refere a liquefagdo da medula, secundaria a alteracoes,
vasculares, inflamatorias e bioquimicas que evoluem para isquemia e necrose. Tal
alteracéo liquefativa € um dos piores cenarios para lesdo medular (Coates, 2013).

As disfuncbes do trato urinario inferior, como a hiperatividade da bexiga
urinéria secundéria a hiperatividade do detrusor e dissinergia vesico-esfincteriana
secundaria a constricdo do esfincter interno, ocorrem devido ao envolvimento do
nervo hipogastrico, que emerge nos segmentos medulares de L1 a L4 em caes e é
o responsavel pelo relaxamento do detrusor e contracdo do esfincter uretral interno.
As lesBes medulares que danificam os neurGnios motores superiores (T3-L3), mas
deixam o segmento lombosacral (L4-S3) intacto resultam em bexiga hiperativa e o
animal ficard incontinente por hiperdistenséo vesical e gotejamento urinario, sendo
dificil a compressdo manual. A bexiga hipoativa ou atbnica ocorre quando a leséo

medular atinge o segmento lombossacro (L4-S3) e afetam o nervo pélvico, que



emerge dos segmentos medulares S1 a S3, ocasionando atonia do detrusor. Nestes
casos, 0s impulsos nervosos dos receptores de estiramento na parede da bexiga nao
resultam na miccao reflexa, levando a distensdo da bexiga, entretanto € de facil
esvaziamento vesical por massagem manual porque ndo ha aumento do ténus
esfincteriano (Hu et al., 2016).

As infeccbes do trato urinério sdo comuns em lesdes de neurbnios motores
superiores da regido toracolombar (T3-L3), ou em lesdes de neurbnios motores
inferiores da regido lombossacra (L4-S3) da medula espinhal. E sabido que pacientes
com lesdes medulares graves (Grau V) podem ter recuperacdo locomotora em trés
ou mais meses e o retorno da funcdo urinaria proxima do normal pode também levar
este periodo, recentes estudos sugerem que a neuroplasticidade da hiperatividade
do detrusor pode durar este periodo em alguns caes (Hu et al., 2016).

Existem varias classificacbes na literatura veterinaria na tentativa de
determinar a gravidade da lesdo medular, por meio de sinais neurolégicos e
consequente melhor opcéo terapéutica. Uma das formas de classificacdo mais
usadas € a proposta por Scott e Mckee (1999) que varia do grau | ao V e se refere
a lesbes toracolombares. Grau |. apenas dor (discogénica e na musculatura
epaxial); Grau Il: ataxia e déficit leve de propriocep¢do nos membros pélvicos; Grau
[ll: paraparesia; Grau IV: paraplegia e incontinéncia urinaria por retencao e Grau V:
paraplegia, incontinéncia urinaria por retencdo e auséncia de dor profunda nos
membros pélvicos. Tal classificacdo em graus é de fundamental importancia para
decisdo do melhor tratamento, sendo que existe concordancia entre a maioria dos
autores (Tabela 1) que pacientes acima do grau Il, necessitam de diagndstico obtido
por mielografia, tomografia computadorizada e/ou ressonancia magnética e caso
exista compressdo medular por material discal € indicada a descompressao
cirargica. Ha correlacdo direta entre 0o grau de comprometimento no exame
neurologico dos pacientes com leséo toracolombar e a recuperacéo funcional dos
pacientes, ou seja, quanto maior o grau de lesdo neurolégica, menor a eficacia
terapéutica, seja ela conservadora, cirdrgica ou associada. Quanto mais precoce o
diagnostico, utilizando meios de imagem como mielografia, tomografia

computadorizada e/ou ressonancia magnética com eventual intervencao cirurgica,



menor sera a lesdo secundaria decorrente da compressdo medular, 0o que
influenciard diretamente no prognéstico do paciente (Sharp e Wheeler 2005;
Coates, 2013).

Quadro 1 - indices de recuperacéo e de recorréncia dos sinais em cdes com
diferentes graus de lesdo neuroldgica toracolombar quando submetidos aos
tratamentos conservador ou cirargico. Fonte: Coates R.J in BSAVA - The British Small
Animal Veterinary Association (2013).

INDICES DE RECUPERACAO

ESTAGIO NEUROLOGICO TRATAMENTO .

CONSERVADOR TRATAMENTO CIRURGICO
Apenas dor, ataxia, 75 a 85% (Funquist, 1978, 96%(Sukhiani 1996, Forterre
paraparesia (Graus 1,2,3) Davies and Sharp, 1983) et al 2008)

55% (Levine et al 2007)

Paraplegia com dor 51% (Funquist, 1970) 91% (Brisson et al 2004)
superficial (Grau 4)
Paraplegia com dor 50% (Davies, 1983) 86% (Ferreira, 2002)
profunda (Grau 4)
Auséncia de dor profunda 5-10% (Davies, 1983) 58% (Olby et al., 2003)
<12 horas (Grau 5
Ausénciade dor profunda > 5-10% (Davies, 1983) 33% (Scott and Mckee,1999)
48 horas (Grau 5) 6,7% (Loughin et al., 2005)
RECORRENCIA 50% (Mann,2007) 7,5% (Brisson 2011)

Os corticoides sdo amplamente utilizados em medicina veterinaria, no
tratamento conservador de pacientes com hérnia discal, sejam eles apresentados
apenas com dor local ou com déficit neuroldgico significativo, embora seu uso ainda
seja muito controverso, muitas vezes € prescrito, baseado no fato que comumente
€ utilizado corticoide para hérnia discal, sem se valer do potencial de seus efeitos
colaterais (Mankin e Franck, 2015).

Um dos efeitos da lesdo medular aguda por material discal € a menor
circulacdo de sangue no local, com posterior formacédo de radicais livres que
causam dano medular devido ao processo de peroxidacdo lipidica e um dos
potenciais efeitos dos corticoides é ter acdo inibitéria na peroxidacao lipidica
(Mankin e Franck, 2015).

Outra funcdo dos corticoides € sua eficacia em reduzir a inflamacgéo e o



edema vasogénico. Embora a utilizacdo de corticoides pode aumentar o risco de
efeitos colaterais como pneumonia, perfuracdo gastrintestinal, émese, sepse e
morte (Mankin e Franck, 2015).

Em um recente estudo (Olby et al. 2016) comparando a utilizagdo do
succinato de metilprednisona, polietilenoglicol e placebo em cdes com hérnias
discais toracolombares e auséncia de dor profunda (grau V), no periodo pré e pos-
operatorio, observou que a utilizacdo destes farmacos nédo influenciou de forma
positiva na recuperagdo em nenhum dos pacientes.

Na medicina veterinaria observa-se concordancia entre a maioria dos autores
gue mediante a utilizacao de corticoides em extrusdo discais, existe a necessidade
de confinamento do paciente, para que ndo ocorra piora do quadro neuroldgico
devido a excesso de movimentacgéo (Sharp e Wheeler, 2005).

Véarios autores relatam que o uso de anti-inflamatorios esteroidais
(corticoides) e anti-inflamatérios néao esteroides (carproflan, meloxican, entre outros)
em conjunto é contraindicado devido aos significativos efeitos contralaterais
gastrintestinais observados (Coates, 2013; Dewey e Costa, 2105).

Villanova Jr. (2013) fez aplicacdo de células-tronco derivadas do tecido
adiposo humano (CTDAh) associadas ou ndo a aplicacdo de succinato sédico de
metilprednisolona (SSMP) em ratos Wistar com lesdo medular compressiva, e
concluiu que o uso da utilizacdo das CTDAh contribui positivamente na melhora da
funcionalidade locomotora e da micgéo. Neste estudo a associacédo das CTDAh ao
corticoide ndo demonstrou ser um tratamento mais eficiente comparado ao
transplante isolado de CTDAh.

Alguns autores, ja previam o uso de células-tronco (CT) em neuropatas, pois
diferentes estudos revelavam ac¢fes paracrinas de angiogénese, neurogénese e
sinaptogénese poés-transplantes de CT (Chopp e Li, 2002; Qu et al., 2008).

Diversas pesquisas em lesdes medulares vém explorando o potencial da
terapia celular, utilizando o transplante de células-tronco adultas em lesdes
medulares agudas, com resultados promissores, uma vez que existe agao anti-
inflamatoria, paracrina e angiogéncia no local da aplicacdo. (Park et al., 2010;

Penha et al., 2014) e crbnicas (Sarmento et al., 2014).



Apesar do significativo nimero de estudos ja realizados com células-tronco
em animais com lesdo medular, ha dificuldade na comparacdo direta destes
trabalhos, a variagcdo no nimero de células transplantadas, nos modelos animais e
variacdo do tempo entre a ocorréncia da lesdo e o tratamento (Barnabé 2008;
McMahill et al., 2014).

1.1.0OBJETIVO GERAL

Avaliar neurologicamente cées paraplégicos, graus IV e V, com hérnia discal
toracolombar aguda, diagnosticados com tomografia computadorizada, submetidos
a descompressdo cirdrgica com e sem o transplante de células-tronco derivadas do

tecido adiposo.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar a recuperagédo motora e sensitiva nos dois grupos de tratamento.
Comparar o tempo de recuperacdo dos animais, apos os diferentes

tratamentos utilizados.
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CAPITULO 2

Avaliacdo sensitiva e motora em caes com extrusdo do disco intervertebral
toracolombar, submetidos a descompressao cirurgica e transplante de

células-tronco mesenquimais.

RESUMO

Paraparesia e paraplegia sdo comuns no atendimento de caes, a principal
causa € a hérnia discal, que é considerada uma emergéncia neurolégica. Nao existe
terapia farmacologica eficaz para a lesdo medular primaria e a terapia farmacoldgica
para lesdo medular secundaria é questionavel quanto a sua eficacia. Quando ha
compressao medular evidente na mielografia, tomografia computadorizada e/ou
ressonancia magnética a descompressao cirdrgica o mais breve possivel é
indicada. Este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da descompressao
cirargica associada ou ndo ao transplante alogénico de células-tronco derivadas do
tecido adiposo de caes (CTDAs) em caes com paraplegia aguda. Foram avaliados
22 cées adultos de diferentes racas, com paraplegia aguda decorrente de hérnia
discal do tipo | de Hansen (1952) na regido toracolombar (T3-L3), comprovada por
tomografia computadorizada. Todos os animais apresentavam lesdes nos graus IV
ou V, conforme escala de Scott e Mckee (1999). Todos os 22 animais foram
submetidos a cirurgia, no maximo sete dias apds o inicio dos sinais clinicos. Os
pacientes foram divididos aleatoriamente em dois grupos, grupo | (descompressao):
11 animais, submetidos a hemilaminectomia e remocdo do material discal
compressor e grupo Il (descompressdo e CTDAs): 11 animais, submetidos ao
mesmo procedimento do grupo | e administracdo de 10’ de CTDAs de forma
epidural na regido da lesédo logo apds a descompressao cirdrgica. Além da avaliacao
pré-operatoria, 0s pacientes foram avaliados diariamente até alta do internamento,
e nos dias sete,14, 28 e 60 de pds-operatorio. Os resultados observados foram:
média de idade de 6,9 (+1,44) anos para 0s animais pertencentes ao grupo I, e

média de idade de 6,2 (+3,06) anos para os pertencentes ao grupo Il. Em nosso
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estudo todos os animais que apresentavam grau IV, em ambos 0s grupos (com ou
sem CTDAS) recuperaram a locomoc¢ao, porém a mediana para recuperacao da
locomocéo foi de 7 dias para os pacientes do grupo Il, enquanto que para o grupo |
a mediana foi de 21 dias, havendo diferenca estatistica significativa Mann Whitney
(P<0,05) entre os grupos. Também foi encontrada diferenca estatistica (P<0,05) no
tempo de internamento pos descompressao cirdrgica, animais do grupo |l tiveram a
mediana de 3 dias, enquanto nos animais do grupo | a mediana foi de 4 dias.
Entretanto ndo houve diferenca com significancia estatistica no numero de animais
gue recuperaram a locomocdo e a nocicepcao nos diferentes grupos. Como
conclusdo o uso de CTDAs por via epidural pode contribuir de forma positiva para
a melhora motora de caes com paraplegia aguda, pois foram constatados menores
tempos para retorno da locomogdo e de internamento quando comparado a

descompressao cirurgica isoladamente.

Palavras Chaves: neurocirurgia, terapia celular, paraplegia, paraparesia, caes.

2.1 Sensitive and motor evaluation of dogs with acute spinal cord injury,
submitted to surgical decompression and transplantation of mesenchymal

stem cells

ABSTRACT

Paraparesis and paraplegia are common in dogs, the most main cause is herniated
disc disease, which is considered a neurological emergency. There is no effective
pharmacological therapy for primary spinal cord injury, and pharmacological therapy
for secondary spinal cord injury is questionable. When there is evident spinal
compression in myelography, computed tomography and/or magnetic resonance
Imaging, surgical decompression as soon as possible is indicated. This study aims
to evaluate the effects of surgical decompression associated or not to allogeneic

transplantation of canine adipose derived stem cell (ADSCs) in dogs with acute
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paraplegia. Twenty two adult dogs of different breeds, with acute paraplegia resulting
from Hansen (1952) type | disc herniation in the thoracolumbar region (T3-L3) were
evaluated by computed tomography. All animals presented lesions in grades IV or
V, according to Scott and Mckee (1999) scale. All 22 animals underwent surgery no
later than seven days after the onset of clinical signs. The patients were randomly
divided into two groups: group | (decompression): 11 animals, submitted to
hemilaminectomy and removal of the disc material and group Il (decompression and
ADSCs) 11 animals, submitted to the same procedure as group | and administration
of 107 epidural MSC on the lesion at the time of surgical decompression. In addition
to the preoperative evaluation, the patients were evaluated daily until hospital
discharge, and on postoperative days 7, 14, 28 and 60. The observed results were:
mean age of 6.9 (x 1.44) years for the animals belonging to group |, and mean age
of 6.2 (£ 3.06) years for those belonging to group Il In our study, all animals with
grade IV in both groups (with or without CTDAS) recovered locomotion, but the
median for locomotion recovery was 7 days for group Il patients, while for group | a
Median was 21 days, with a statistically significant Mann Whitney difference (P
<0.05) between the groups. There was also a statistical difference (P <0.05) in the
time of hospitalization after surgical decompression, animals of group Il had a
median of 3 days, while in the animals of group | the median was 4 days. However,
there was no statistically significant difference between groups about number of
animals that recovered the locomotion and recovery the nociception. As conclusion,
the use of epidural mesenchymal stem cells may contribute positively to the motor
improvement of dogs with acute paraplegia, as they were found to have shorter times
for return of locomotion and hospitalization when compared to surgical

decompression alone.

Index terms: Neurosurgery, cell therapy, paraplegia, paraparesis, dogs.
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2.2.INTRODUCAO

Uma das principais causas de atendimento neurolégico em animais de
companhia é a compressdao medular, principalmente nos segmentos
toracolombares (T3-L3), resultando em dor, ataxia, perda parcial ou total da
motricidade, bexiga neurogénica e perda da nocicepcao (Coates, 2013; Dewey e
Costa 2016). A lesdo medular primaria € a que ocorre no momento do traumatismo,
e varia desde a ruptura completa da medula espinhal em fraturas vertebrais
deslocadas até a lesdo minima em certas herniacdes discais (Toombs e Waters,
2007). As lesbes tardias ou secundarias podem ocorrer em horas a dias apos a
lesdo primaria, relacionam-se ao desencadeamento de cascata de eventos
destrutivos sistémicos, locais, celulares, que promovem isquemia, hipoxia, edema
e diversos eventos bioquimicos prejudiciais a medula espinhal (Osako et al., 2008).

Existem vérias classificacbes na literatura veterinaria na tentativa de
determinar a gravidade da lesdo medular, uma das mais usadas € a proposta por
Scott e Mckee (1999), Sharp e Wheeler (2005). A maioria dos autores concordam
gue pacientes com graus lll, IV e V, devem ser submetidos a exames de imagens
como a mielografia, tomografia computadorizada e/ou ressonancia magnética e
caso visualizado hérnia discal e compressao medular, os pacientes devem ser
submetidos a procedimento cirdrgico descompressivo.

A utilizacé@o de corticoides ndo substitui a descompressao cirargica, porém
seu uso é amplamente utilizado e discutido na medicina humana e veterinaria. Um
dos efeitos da lesdo medular aguda por material discal € a menor circulacdo de
sangue no local, com posterior formacéo de radicais livres, esses radicais livres
causam dano na medula devido ao processo de peroxidacdo lipidica, um dos
potenciais efeitos dos corticoides é ter acao inibitoria na peroxidacao lipidica, sendo
gue o succinato sddico de metilprednisolona (SSMP) tem maior efeito na inibicdo
da peroxidacéo lipidica que a dexametasona (Mankin e Franck 2015). Outra fungéo
dos corticoides € sua eficacia em reduzir a inflamacdo e o edema vasogénico. A
utilizacdo de corticoides pode aumentar o risco de efeitos colaterais com

pneumonia, perfuragdo gastrintestinal, Emese, sepse e morte (Mankin e Franck,
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2015). De acordo com Park et al. (2012), a terapia para minimizar os danos
secundarios da lesdo medular em medicina veterinaria continua a ser controversa,
especialmente no que diz respeito a utilizacdo do succinato soédico de
metilprednisolona (SSMP).

A utilizacdo de células-tronco adultas como as de medula 6ssea e as do
tecido adiposo, oferece fonte renovavel de células que auxiliam na reparacdo de
danos ocorridos por diversas doencas ou lesées (Fossum e Schulz, 2013), incluindo
les6es medulares agudas (Macmahill et al., 2014; Penha et al., 2014) e cronicas
(Sarmento et al., 2014).

As células-tronco derivadas do tecido adiposo (CTDAS) apresentam baixa
imunogenicidade mesmo sendo alogéncia e possuem o potencial de diferenciacéo
em outros tipos celulares, e, por meio da acdo paracrina, liberam fatores que
estimulam as células-tronco do proprio tecido a recuperar a area danificada e
possuem acdo imunomoduladora sobre as células do sistema imunologico. Devido
a estas caracteristicas, as CTDAs sao consideradas alternativas promissoras para
o tratamento de pacientes com lesdo medular (Fracaro 2014).

Alguns autores, ja utilizaram as células-tronco (CT) em neuropatas, pois
diferentes estudos revelavam acfes paracrinas de angiogénese, neurogénese e
sinaptogénese pos-transplantes de CT (Chopp e Li, 2002; Qu et al., 2008).
Entetanto, Ramon e Cajal (1928) relataram a dificuldade de regeneracéo do tecido
nervoso. O mecanismo para explicar a regeneracdo do tecido nervoso na leséo
medular ndo é completamente compreendido devido a sua complexidade (Bradbury
e McMahon 2006; Mankin e Franck, 2015).

Um grande namero de estudos tem sido realizados com CT em animais com
lesdo medular, mas apesar dos resultados serem promissores em animais, as
tentativas terapéuticas em humanos apresentam um resultado com pouca melhora
clinica (Mackay at al,. 2008). Ha dificuldade na comparacéo direta destes trabalhos,
devido as diferencas no tipo celular e nimero de células transplantadas, diferentes
modelos animais e a variagcdo do tempo entre a ocorréncia da leséo e tratamento
(Barnabé et al., 2008; McMahill et al., 2014).
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A presente dissertacdo de mestrado tem como objetivo avaliar a eficacia das
células-tronco alogénicas derivadas de tecido adiposo como adjuvante no
tratamento de cdes com lesdo medular aguda, secundaria hérnia discal (extrusao),
entre os segmentos T3-L3, graus IV e V, submetidos a descompressao cirurgica por

hemilaminectomia.

2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Critérios de inclusao.

A dissertacao teve o protocolo de aprovacdo da comissao de ética em uso
animal (CEUA): 0998 (Anexo A).

Caes adultos, sem restricdo de idade ou sexo, provenientes da rotina do
servico de neurologia do Hospital Veterinario Clinivet (Curitiba-PR, Brasil), com
lesdo medular aguda toracolombar secundaria a hérnia discal do tipo | de Hansen,
comprovada por tomografia computadorizada. Os animais deviam apresentar 0s
graus IV ou V de lesdo neurolégica conforme Scott and Mckee (1999), e valores
normais conforme os de referéncia citados por Thrall (2015) das seguintes provas
sanguineas: hemograma e provas bioquimicas de glicose, ureia, creatinina e
alanina aminotransferase. Nos pacientes com idade superior a sete anos, como
exames pré-operatérios foram realizadas analises radiograficas toracicas e
avaliacdo ultrassonogréafica abdominal, na tentativa de identificar alguma doenca
concomitante e que pudesse contribuir para uma ma recuperacao do paciente.

Os animais deveriam apresentar condi¢des clinicas para serem submetidos
pelo mesmo cirurgido a descompressao cirdrgica por hemilaminectomia (até no
méximo sete dias do inicio da paraplegia) e transplantes de células-tronco

alogénicas derivadas do tecido adiposo (CTDAS), na terceira a quinta passagem.

2.3.2 Grupos
Os cées foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos (n = 11/grupo).
Grupo | (descompressao cirdrgica): pacientes submetidos apenas a descompressao

cirurgica por hemilaminectomia. Grupo |l (descompressao cirdrgica + CTDAS):
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pacientes submetidos ao mesmo procedimento do grupo | e transplante de 107 de

CTDAs aplicadas sobre a lesdo medular logo apés a descompressao cirargica.

2.3.3 Avaliag&o locomotora e sensitiva

Em todos os animais foi avaliada a locomocdo, em piso aspero, sendo
considerada a paraplegia ou grau IV a auséncia total da atividade motora nos
membros pélvicos, mesmo com o paciente elevado pela base da cauda. A avaliacédo
sensitiva foi realizada pela presenga ou auséncia de nocicepg¢éo na falange proximal
do quarto dedo dos membros pélvicos. Com o auxilio de pingca hemostatica nao
denteada, a falange era comprimida, e para determinar a presenga de dor profunda
nao bastava a retirada do membro (reflexo flexor), era necessaria rotacéo do corpo
e vocalizacdo em resposta ao estimulo doloroso. A auséncia de dor profunda foi

fator determinante para a classificacdo em grau V de leséo.

2.3.4 Isolamento e cultivo das CTDAs

O tecido adiposo foi obtido de quatro cadelas submetidas a
ovarioisterectomia eletiva na Unidade Hospitalar de Animais de Companhia da
PUCPR. Todas as amostras foram coletadas apds o preenchimento do termo de
consentimento, que foi enviado & Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
PUCPR. As CTDAs foram isoladas utilizando o método de digestdo enzimatica,
conforme Rebelatto et al. (2008). Brevemente o tecido adiposo foi lavado com
solucéo tampao salina fosfatada, (Gibco, ThermoFisher Scientific, Grand Island, NY,
USA) e a digestéo do tecido foi realizada utilizando 1 mg/mL de colagenase tipo |
(Gibco, ThermoFisher Scientific, Grand Island, NY, USA), durante 30 minutos a
37°C, seguida por filtracdo com filtro de 100 um (BD Biosciences Discovery
Labware, Bedford, MA, USA). A suspenséo celular foi centrifugada a 800 g por 10
minutos e os eritrécitos contaminantes foram removidos utilizando um tampao de
lise. As células foram lavadas, contadas e plaqueadas na concentragdo de 1 x 10°
células/cm? em frascos de cultura de 75 cm? em meio de cultura DMEM-F12 (Gibco,
ThermoFisher Scientific, Grand Island, NY, USA), suplementado com 10% de soro
bovino fetal (SBF) (Gibco, ThermoFisher Scientific, Grand Island, NY, USA), e
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antibiético penicilina 100 unidades/mL (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) e
estreptomicina 100 pg/mL (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). As células foram
mantidas a 37°C em estufa com 5% de CO2 e o meio foi trocado duas vezes por
semana. Quando as células estavam confluentes, foram dissociadas utilizando
tripsina—EDTA 0,25% (Gibco, ThermoFisher Scientific, Grand Island, NY, USA) e
replagueadas (Passagem 1).

2.3.5 Congelamento e descongelamento das CTDAs.

Apbés a expansdo das células, estas foram criopreservadas. Todo o
procedimento foi realizado em banho de gelo. As células foram ressuspendidas com
SBF e lentamente foi adicionado o meio de congelamento contendo SBF e 20% de
dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). As ceélulas foram
transferidas para tubos criogénicos e armazenadas em freezer a -80°C durante 24
horas e transferidas para tanques de nitrogénio liquido.

No dia do transplante, estas células foram descongeladas e foi avaliada a
viabilidade celular.

Para o descongelamento, as células foram retiradas do nitrogénio liquido,
descongeladas rapidamente em banho-maria a 37°C e diluidas em meio de cultura
DMEM/F12. As células foram centrifugadas por 10 minutos a 400 g e apds a
centrifugacéo, foi realizada a contagem e viabilidade das células em camara de
Neubauer. Para a avaliacdo da viabilidade celular foi utilizado o corante azul de

tripan.

2.3.6 Caracterizacédo das CTDAs

Para a caracterizacdo celular, ou seja, a avaliacdo das proteinas na
superficie das CTDAs de cées, foi realizada a imunofenotipagem por citometria de
fluxo. Foram utilizados os anticorpos CD45 FITC, CD44 Alexa fluor 488, CD90 PE,
CD29 PE, CD34 PE, CD9 RPE, CD14 APC e CD8a PerCP (Quadro 2).
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Quadro 2. Lista de anticorpos de superficie celular utilizados na citometria de fluxo.

Marcador Reatividade Clonalidade Marca
CD45 - FITC Canideos Monoclonal | eBioscience
%::344_Alexa fluor Céo Monoclonal | AbD Serotec

Humanos. Teste em
CD90 - PE desenvolvimento em | Monoclonal | BD Pharmingen
caes
CD29 - PE Canideos Monoclonal | Abcam
CD34 — PE Canideos Monoclonal | eBioscience
CD9 - RPE Cao Monoclonal | AbD Serotec
Humanos. Teste em
CD14 - APC desenvolvimento em | Monoclonal | BD Pharmingen
caes
CD8a — PerCP Canideos Monoclonal | eBioscience

Para a marcacéo, as células foram lavadas com PBS e incubadas no escuro
durante 30 minutos a temperatura ambiente com os anticorpos. Apés a incubacao
as células foram lavadas com PBS e ressuspendidas em 500 pL de uma solucéo
contendo 1% de formaldeido (Biotec, labmaster, Parana, Brasil). Anticorpos
isotipicos de camundongo IgG1 foram utilizados como controle (BD Pharmingen,
CA, USA). Aproximadamente 100.000 células marcadas foram adquiridas pelo
citbmetro de fluxo FACS Calibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) e foram

analisadas por meio do software FlowJo (Flowjo, Ashland, USA).

2.3.7 Procedimentos anestésico e cirargico

Como medicacdo pré-anestésica, foram administrados citrato de fentanila
(fentanil) 5 pg/kg e cloridrato de cetamina 1 mg/kg ambos por via intravenosa,
seguida de bolus de propofol 5 mg/kg. A manutencao da anestesia foi com o uso do
isoflurano por via inalatéria e fentanil na dose de 10 pg/kg/h, em infusdo continua
intravenosa. Para garantir a assepsia da técnica, em todos os pacientes foi realizada
ampla tricotomia na regiao dorsal, seguida de antissepsia com polivinilpirrolidona
(PVPI), colocacdo de pelicula adesiva incisional (OPSITE™ INCISE) e campo
cirdrgico. Com os animais posicionados em decubito esternal, foi realizado a cirurgia
de hemilaminectomia, conforme técnica de Dewey (2013), pelo mesmo cirurgiao

nos 22 pacientes.
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2.3.8 Aplicacao das CTDAs
Foram transplantadas 10’ CTDAs entre a terceira e a quinta passagens,
diluidas em 500 pL de meio de cultura no espaco epidural, sobre a lesdo medular

logo apos a descompressao cirdrgica (Figura 2).

-~

Figura 1 — Transplante das céIuIAas-tronco_é‘Iogéniéas derivadas do tecido adiposo,
logo apos retirada do material discal (seta).

2.3.9 Periodo pds-operatorio

Os pacientes permaneceram em observagédo por 48 horas na unidade de
terapia semi-intensiva (UTSI), e neste periodo receberam analgesia por meio de
infusd@o intravenosa continua de fentanil na dose de 2 ug/kg/h. Além disso, foram
administrado cloridrato de tramadol e dipirona sodica, por via subcutanea, na dose
de 2 mg/kg TID e 30 mg/kg TID respectivamente, durante cinco dias. A
antibioticoterapia profilatica foi realizada por meio de inje¢cdes intramusculares ou
intravenosas de enrofloxacina, na dose de 5 mg/kg SID.

Apoés a permanéncia na UTSI, os animais foram avaliados diariamente até
alta hospitalar (tempo de internamento) e nos dias sete,14, 28 e 60 dias de poés-
operataorio.

No momento da alta hospitalar os proprietarios receberam orientacdes sobre

repouso, monitorizacao da funcao urinaria e exercicios leves de fisioterapia.
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2.3.10 Critérios para alta hospitalar

Para receber alta hospitalar o paciente deveria estar consciente, se
alimentando, com capacidade de urinar sem a utilizacdo de sonda urinaria, com dor
controlada e com cicatriz cirirgica sem secrec¢des, sendo agendado retorno em sete

dias para a primeira reavaliacdo e retirada dos pontos.

2.3.11 Analise estatistica

Este foi um estudo prospectivo e os pacientes foram selecionados conforme
os critérios de inclusédo, de forma aleatéria e cronolégica (os 11 primeiros pertencem
ao Grupo |, enquanto que os demais pertencem ao Grupo II).

As analises referente aos dias para retorno da locomocéo dos pacientes e
aos dias de internamento, entre os diferentes grupos, foram realizados pelo Teste
de Mann-Withney, gréaficos box plot 1 e 2 respectivamente, tal teste foi escolhido
devido os dados serem considerados ndo paramétricos ou seja com distribuicdo
anormal.

Enquanto que a andlise referente aos dias para a realizacdo da cirurgia,
retorno ou ndo da locomocéao e idade entre os diferentes grupos, foram realizados
pelo teste T, por serem considerados dados paramétricos, ou seja, com distribuicdo

normal.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, as células foram provenientes do tecido adiposo por se
apresentar uma alta frequéncia de células-tronco e poder ser facilmente obtida
(Fracaro, 2014).

O volume médio de tecido adiposo obtido foi de 65 mL e o niumero médio de
células apo6s o isolamento foi de 25,75x10° células. As células em cultivo apresentaram
uma rapida expanséo celular, morfologia fibroblastoide e a média de viabilidade celular
antes do transplante foi de 88,31%. A expressdo dos antigenos de superficie nas
CTDAs foi avaliada por citometria de fluxo e foram obtidos os seguintes resultados:
CD29 (99,2%), CD44 (92,9%), CD9 (92,5%), CD8a (41,8%), CD14 (1,39%), CD45
(3,11%), CD34 (5,07%) e CD90 (36,1%) (Figura 2).

Devido a falta de marcadores espécie-especifico, ndo foi possivel utilizar todos
os anticorpos sugeridos pela International Society for Cellular Therapy (ISCT) para
caracteriazacdo das CTDAs. Nas CTDAS humanas ha uma forte expressao de CD90,
porém neste estudo a expressao deste marcador foi de apenas 11,3%, corroborando
com os dados de Takemitsu et al. (2012) e Screven et al. (2014). Os dados sugerem
gue possa haver variabilidade na expressdo de marcadores entre as diferentes

espécies.
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Figura 2. Analise imunofenotipica por citometria de fluxo de uma amostra
representativa. Os histogramas azuis indicam a porcentagem da populagéo positiva
para cada anticorpo enquanto os histogramas vermelhos indicam o controle
isotipico dos anticorpos.
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Neste estudo optou-se pelo transplante de forma epidural conforme estudos
de Bakshi et al. (2004). Villanova Jr (2013) e Fracaro (2014) utilizando modelo de
lesdo medular por compressao em ratos Wistar e transplante de CTDAs humanas,
observaram a sobrevivéncia e migracao destas células para a area lesionada, sendo
encontradas inclusive no parénquima medular (Fracaro, 2014). O homing das
CTDAs devido a presenca principalmente de citocinas inflamatérias, € de grande
importancia para a resposta clinica, pois injecdes diretamente no tecido da medula
espinhal, podem causar danos adicionais (Bakshi et al., 2004, Spaeth et al., 2008).

O grupo | (Tabela 1) foi composto por 11 pacientes, sendo seis machos e
cinco fémeas, destes, quatro eram da raca Dachshund, dois da raca Lhasa Apso,
dois Beagles, dois sem raca definida (SRD) e um da raca Cocker Spaniel. Dos 11
pacientes paraplégicos, dois sdo considerados obesos (11/2) 18% e cinco eram
castrados (11/5) 45%. A média de idade foi de 6,9 (+1,44) anos. Seis animais eram
grau IV e cinco eram grau V, dos animais que possuiam lesdo grau IV, todos
recuperaram a locomog¢ao, enquanto que apenas um que possuia lesdo grau V

voltou a andar.
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Tabela 1. Raca, idade, grau e local da lesdo, tempos para descompressao cirdrgica
e recuperacéo da locomocéo, e tempo de internamento dos pacientes submetidos
a descompressao cirurgica.

Animal Raca e ldade Grau e Local Tempo paracirurgiae Dias de
da Les3o recuperagéf) da internamento
locomocao
1 Lhasa A. 4 A IV-T13-L1 7 dias - 27 dias 4 dias
2 Cocker S. 8 A IV -T13-L1 7 dias- 14 dias 3 dias
3 Srd7A V-L12-L3 2 dias - 28 dias 4 dias
4 Dachshund 5 A V-L1-L2 e L5 3dias— Néao 5 dias
L6
5 Dachshund 9 A V-T12-T13 7 dias — Nao 5 dias
SRD 8 A IV -T13-L1 3 dias - 14 dias 3 dias
7 Dachshund 8 A V-T12-T13 e 7 dias — N&o 5 dias
T13-L1
8 Lhasa 7 A V-T9-T10 e 2 dias — N&o Obito
T10-T11 (mielomalacia)
3 dias apés
9 Dachshund 6 A IV-T11-T12 7 dias - 28 dias 4 dias
10 Beagle 7 A IV -L1-L2 5 dias - 14 dias 4 dias
11 Beagle 7 A IV-T13-L1 5 dias - 21 dias 5 dias

O grupo Il (Tabela 2) foi composto por 11 pacientes, sendo sete machos e

guatro fémeas, destes sete eram da ragca Dachshund, trés da ragca Lhasa Apso e

um da raca Buldogue Frances, dos 11 pacientes paraplégicos, um € considerado
obeso (11/1) 9%, dois eram castrados (11/2) 18%. A média de idade foi de 6,2

(x3,06) anos. Oito animais eram grau IV e trés eram grau V, dos animais que

possuiam leséo grau IV, todos recuperaram a locomoc¢ao, e nenhum que possuia

leséo grau V voltou a andar.
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Tabela 2. Raca, idade, grau e local da lesao, tempos para descompressao cirdrgica
e recuperacéo da locomocéo, e tempo de internamento dos pacientes submetidos
a descompressao cirurgica e transplante de CTDAs.

Animal Raca e Idade Grau e Local Tempo para cirurgia e Dias de
daLeséao recuperacao da internamento
locomocgéao
1 Lhasa A.6 A IV -L1-L2 2 dias - 7 dias 3 dias
2 Dachshund 6 A IV-T10-T11 7 dias - 3 dias 3 dias
3 Lhasa A. 4 A IV -L2-L3 2 dias - 10 dias 4 dias
4 Dachshund 6 A IV -L2-L3 2 dias - 7 dias 5 dias
5 Lhasa A. 11 A IV-T13-L1 7 dias - 28 dias 3 dias
6 Dachshund 6 A IV-T13-L1 1 dia - 7 dias 3 dias
_ . Obito 2 dias pos
7 Dachshund 13 A V-T13-L1 3 dias - Nao / Obito _ _
cirurgia
8 Buldogue Fr.3 A V-L3-L4 3 dias - Nao 3 dias
9 Dachshund 6 A IV-T13-L1 7 dias - 7 dias 2 dias
10 Dachshund 4 A IV-T12-T13 7 dias - 7 dias 3 dias
11 Dachshund 4 A V- L2-L3 5 dias - Nao 3 dias

Hérnias discais do tipo | de Hansen ocorrem normalmente em racas caninas

de pequeno porte, em particular as condrodistréficas, especialmente a raca

Dachshund, que é a raca mais afetada. Tal afeccao esta presente geralmente em

animais com mais de dois anos de idade, com o pico da doenga entre os trés e seis

anos de idade, e ndo ha predilecdo sexual (Dewey e Costa, 2016), dados que

corroboram aos observados no presente este estudo, pois todos eram

condrodistroficos (considerando que o cdo sem raca definida tinha caracteristicas

condrodistroficas) e dos 22 animais avaliados a metade era da raca Dachshund. A

média de idade foi pouco superior a seis anos em ambos 0s grupos e nao foi

observada predisposicdo sexual. As principais referéncias bibliograficas em
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neurologia veterinaria ndo citam diferenca estatistica entre animais obesos, estado
reprodutivo e sua relacdo com hérnia discal, em nosso estudo do total de 22
pacientes apenas trés (13%) sao obesos e sete (31%) sado castrados.

O local com hérnia discal mais comum no presente estudo foi T13-L1 (9/22
pacientes), Dewey e Costa (2016), relatam que os locais mais comuns para hérnia
de disco toracolombar em cées de pequeno porte sdo T12-T13 e T13-L1 e em caes
de porte maior sdo L1-L2 e L2-L3. Todos os pacientes deste estudo eram de
pequeno e médio porte, que sdo mais predispostos a hérnia discal tipo | de Hansen.

A raca Buldogue Francés apresenta menor idade para desenvolvimento de
hérnia discal e maior probabilidade de desenvolver mielomalacia se comparada a
raca Dashchund, talvez devido ao Bulldogue Francés ter mais material no nucleo
pulposo e consequente maior compressao medular (Takeshi et al., 2012). No Grupo
Il (descompressao + CTDAS) havia um céo da raca Buldogue francés com grau V
de lesédo, e ndo apresentou retorno da locomo¢do durante todo o periodo de
avaliacdo (180 dias pds descompressao cirurgica e transplante de células-tronco).

Segundo Sharp e Wheeler 2005 a recuperacéo da locomogédo dos pacientes
com grau IV de lesdo com o tratamento cirtrgico é de até 90%, enquanto que Olby
e Platt (2013) relatam até 85% de melhora nestes pacientes. Nos pacientes grau V
ambos autores evidenciam sucesso de aproximadamente 50% dos casos, se
operados nas primeiras 48 horas, sendo que a porcentagem diminui para entre sete
a 30% se operados apds 48 horas. Hu (2016) relatou que cdes com auséncia de
dor profunda operados com menos ou mais de 48 horas, tém resultados
semelhantes na recuperacdo. Em nosso estudo todos o0s animais que
apresentavam grau IV, em ambos 0s grupos (com ou sem CTDAS) recuperaram a
locomogé&o. Nos pacientes grau V, 12,5% (8/1) voltaram a andar, entretanto os
demais pacientes, foram acompanhados por apenas 60 dias de pds-operatorio, e
segundo Sharp e Wheeler (2005) pacientes com grau V podem levar até 250 dias
para retorno da locomocao parcial. Ainda segundo Sharp e Wheeler (2005) o
namero de dias para recuperagdo em pacientes com o grau neurologico IV é de sete
a 28 dias e grau V de 35 a 250 dias, dados estes sem associacdo com o transplante

de células-tronco.
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E bem estabelecido que pacientes com lesdes medulares graves (grauV)
podem ter recuperacdo na capacidade locomotora em trés ou mais meses e 0
retorno da funcdo urinaria normal pode também levar este periodo, recentes
estudos sugerem que a a neuroplasticidade da hiperatividade do detrusor pode
durar este periodo em alguns cées (Hu, 2016). Em nosso estudo, todos os pacientes
tinham alteracdo miccional pré cirurgia e permaneciam com cateter urinario nos dois
primeiros dias de poés-operatério. Apos a retirada do cateter urinario, a maioria
conseguia urinar préximo do normal, alguns necessitaram de auxilio com
massagem vesical suave, e apos os 60 dias de avaliacdo pds-operatdria nao foi
observado complicac¢des relacionadas a incontinéncia urinaria.

Foi observada diferenca com significancia estatistica (p< 0,05 / p 0.01278)
no numero de dias para os pacientes evoluirem de paraplegia (Grau IV) a
paraparesia ambulatorial (Grau Il), com a mediana de 7 dias e variacdo de 3 a 28
dias para os pacientes do grupo I, enquanto que para o grupo | a mediana foi de 21
dias e a variacao de 14 a 28 dias (Gréaficol). Também houve diferenca significancia
estatistica (p< 0,05 / p 0,02088) no tempo de internamento pos descompressao
cirdrgica, animais do grupo |l tiveram a mediana de 3 dias com variagdo de 3 a 5
dias, enquanto nos animais do Grupo | a mediana foi de 4 dias e variacdo de 3 a 5
dias (Grafico 2). Entretanto, ndo houve diferengca com significancia estatistica no
namero de animais que recuperaram a locomocao (p<0,071), e nem no numero de
animais que recuperaram a nocicepcao. Também nao houve diferenca estatistica
significativa entre grupos, no quesito niumero de dias para realizacdo da cirurgia e
na idade dos pacientes, logo os dois grupos sdo homogéneos nos dois quesitos

supracitados.
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Grafico 1 — Medianas em dias para Grafico 2 — Medianas referentes aos
recuperagéo da locomogao nos dias de internacg&o poés cirurgia, nos
diferentes grupos diferentes grupos.

O fato dos transplantes de CTDAs terem sido realizados no local da lesdo de
forma epidural logo apos a descompresséo cirdrgica e em pacientes com lesdo
aguda (até no maximo sete dias pds lesdo) provavelmente permitiu a acdo das
CTDAs na atenuacéo da resposta inflamatoria; diminuicdo da imunorreatividade dos
astrocitos e ativacao de células-tronco endogenas.

Kurozumi et al. (2004), Lu et al. (2005) e Quertainmont et al. (2012),
demonstraram que as CTDAs sdo capazes de secretar fatores de crescimento e
citocinas, como o fator de crescimento neural (NCF) e fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), além do aumento da expressdo de citocinas anti-
inflamatoérias como IFN-y e IL-10. Os fatores tréficos das CTDAs podem ter um
efeito benéfico apds a lesdo espinhal sobre a reparacdo e reorganizacdo das
conexdes neuronais, na inducdo de regeneracdo, no estimulo a neurogénese, no
crescimento axonal, na reducdo da resposta inflamatoria e na protecao do tecido.
Todavia tais mecanismos sao pouco duradouros, provavelmente durem poucas
semanas, e possivelmente ndao tenham acgao sobre lesdes cronicas com cicatriz glial
ja formada.

O periodo curto entre diagndstico e tratamento e a presenca de citocinas

inflamatorias no local da leséo, possibilitaram o homing das CTDAs para o tecido
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neural, permitindo sua acdo paracrina, anti-inflamatéria e de modulacdo do
ambiente lesionado.

Os dois primeiros pacientes foram transplantados com CTDAs nao
criopreservadas, a fresco, enquanto os demais pacientes receberam o transplante
ap6s a criopreservacdo e descongelamento das células. Esta mudanca na
metodologia foi necesséaria devido a inclusdo dos pacientes ter sido mais lenta.
Manter as células em cultivo permanentemente, a fresco, para estarem disponiveis
para os transplantes, faz com que as células sofram muitas passagens e entrem em
senescéncia, além do custo elevado dos cultivos. Desta forma, optou-se pela
criopreservagdo destas células para serem utilizadas nos demais animais do
estudo. Surpreendentemente, o segundo paciente que recebeu células néo
criopreservadas, teve melhora locomotora em trés dias, que foi o0 melhor resultado
observado, entre 0s grupos.

De acordo com estudos de metanalise com utilizac&o clinica das células-
tronco mesenquimais, os melhores resultados foram obtidos com CTMs nao
criopreservadas (a fresco) e em baixas passagens (pouco tempo de cultivo). Apds
a criopreservacao, as CTMs reduzem sua capacidade imunomoduladora, porém
ap6s o descongelamento, se colocadas em cultivo novamente, podem recuperar
sua funcéo (Moll et al., 2014).

Alguns estudos avaliaram a imunofenotipagem, a capacidade proliferativa e
de diferenciacdo das CTM antes e ap0s a criopreservacao. Yong et al. (2015)
demonstraram que estas células mantém suas caracteristicas, porém outros
estudos mostram que ha diferencas no potencial apés a criopreservacao (James et
al., 2011; Shah et al., 2015). As células-tronco apds criopreservacao, apresentam
uma reducdo na expressao de marcadores hematopoéticos como CD34 e CD45, o
gue poderia refletir uma diminuicdo da contaminacédo com células hematopoéticas
(Mcintosh et al., 2006; Mitchell et al., 2006).

Em relacdo ao potencial de diferenciacdo, ha estudos relatando que este
efeito ndo é afetado pela criopreservacdo e descongelamento das células
(Gonzalez-Fernandez et al., 2015), porém outros demonstram que ha uma reducao

nesta capacidade (Shah et al., 2015). Apesar dos resultados conflitantes, as CTMs
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ap6s a criopreservacao/descongelamento, continuam a apresentar um maior
potencial de diferenciacdo celular comparativamente as células controle nédo
induzidas, mostrando sua utilidade na prética clinica.

Exames histopatologicos foram realizados por Dong (2009) na medula
espinal de cdes com lesBes toracolombares induzidas, e mostraram apés cinco
semanas, diferencas significativas entres 0s grupos controle e que receberam
células-tronco. Foi observado no grupo células-tronco, a presenca de menor volume
de mielomalacia e minimas cavita¢des intramedulares. Em nosso estudo nao foi
possivel realizar exames histopatoldgicos, pois os animais foram atendidos em
Hospital Veterinario privado. Todos os pacientes, até o presente momento seguem
com qualidade de vida, sem sinais de degeneracdes e pioras do quadro clinico.

A ressonancia magnética (RM) é um meio de imagem superior a tomografia
computadorizada para avaliagcdo do parénquima medular (Coates, 2013). Como
etapas futuras recomenda-se avaliacbes de RM momentos antes da
descompressao cirurgica e nos periodos pés-operatorios imediato e tardio (cinco
semanas) para acompanhamento de imagens do paréngquima medular, pois
segundo Dong (2009) em caes da raca Beagle com lesdes medulares induzidas nao
houveram diferencas nas imagens da RM na primeira semana entre 0S grupos
controle e células-tronco, porém apds cinco semanas, novas imagens foram obtidas
e foi constatada diferenca significativa entre as imagens. Por RM foram percebidas
lesGes menores no grupo células-tronco.

Futuramente, usando o mesmo modelo empregado neste estudo, sera
importante comparar esses resultados utilizando células-tronco de outras fontes,
como por exemplo as células-tronco derivadas de polpa dentaria (DPSC). Essas
células apresentam maior potencial na formagao de coldnias e proliferacdo quando
comparadas com as CTMs de outras fontes. As DPSC também permanecem mais
tempo em cultivo sem apresentar sinais de senescéncia (Isobe et al 2016). Uma das
principais caracteristicas dessas células é seu elevado potencial de diferenciacao
neuronal, pois tém origem na ectoderme, mesma origem dos neurdnios. Diversos
trabalhos j4 descreveram o potencial das DPSC na diferenciacdo e expressao de
marcadores neuronais (Martens et al., 2013; Tamaki et al, 2013; NAITO et al., 2015).
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Essas células ja foram utilizadas em estudos com ratos com seccéo total da medula
espinhal, e apés o transplante, os animais apresentaram uma melhora maior
guando comparados com animais que receberam CTMs da medula 6ssea (Sakai et
al. 2012). Esses resultados demostram que as DPSC podem tem um futuro
promissor quando aplicadas em animais com lesdo medular. Além disso, as DPSC
de caes ja foram caracterizadas e podem ser facilmente isoladas (Dissanayaka et
al., 2011; Naito et al., 2015).

Outra possibilidade para estudos futuros nesta area, seria a utilizacao de
biomateriais que poderiam ser colocados juntamente com as células. A utilizacéao
de um veiculo mais viscoso poderia facilitar a permanéncia das células no local da

injecdo por um periodo maior sem a disperséo para o tecido muscular.

2.5 CONCLUSAO

Embora n&o tenha sido observado diferenca significativa entre os grupos com
relacdo a locomocéao, a associacao das CTDAs a descompressao cirargica mostrou
contribuir positivamente nas reducbes de tempo de internamento e dias para o
retorno da locomocao. Tal interferéncia no tempo pode ser atribuida a atenuacéo
da resposta inflamatéria, diminuicdo da imunorreatividade dos astricitos e ativacao

de células-tronco enddgenas.
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ANEXO1 - TERMO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE

Eu,
de nacionalidade : idade anos, estado
civil , profissao , endereco
e portador do R.G. estou permitindo a

participacdo do meu animal em um estudo denominado Avaliacdo Sensitiva e
Motora de Cées com Lesdo Medular Submetidos ao Transplante de Células-
Tronco Mesenquimais, cujos objetivos e justificativas sao: avaliar os efeitos da
recuperacdo da sensibilidade/dor, movimentos e capacidade de urinar de forma
controlada apds o transplante de células-tronco.

Fui alertado de que meu animal sera anestesiado apos exames clinicos e
laboratoriais (sangue e urina) e nela serdo aplicadas células de outro animal, vindas
de seu tecido adiposo (gordura).

Retornarei quinzenalmente para novos exames, e terei o suporte da Unidade
Hospitalar para Animais de Companhia da PUCPR (41) 3299-4361, caso ocorra
alguma complicacgao.

Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessarios sobre os possiveis
desconfortos e riscos decorrentes do estudo, levando-se em conta que é uma
pesquisa, e os resultados positivos ou negativos somente serdo obtidos apés a sua
realizacdo. Assim, estou ciente que meu animal pode ter algum desconforto no pos-
operatério da aplicacdo de células-tronco ou até mesmo nédo ter resposta ao
tratamento.

Estou ciente de que o meu animal seré atendido, respeitado e receberé os
cuidados necessarios, como qualquer outro elemento submetido da mesma forma
a procedimentos onde néo estejam sendo utilizados para fins de pesquisa.

Também fui informado de que posso recusar a participacdo do meu animal
no estudo, ou retirar meu consentimento a qualquer momento, sem precisar
justificar, e de, por desejar sair da pesquisa, ndo sofrerei qualquer prejuizo a

assisténcia que recebendo o meu animal.
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Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo Thais
Gabrielle Ferreira de Sousa Lopes da Silva (PUCPR); José Ademar Villanova Junior
(PUCPRY); Carmen Lucia Kuniyoshi Rebelatto (PUCPR); Leticia Fracaro (PUCPR);
Fernando Meyer (PUCPR); Paulo Roberto Slud Brofman (PUCPR) e com eles
poderei manter contato pelos telefones (41) XXXX-XXXX Fernando Bach / (41)
XXXX-XXXX José Ademar Villanova Junior.

E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é garantido
o livre acesso a todas as informacdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo
e suas consequéncias, enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante e depois
da participacao da pesquisa com 0 meu animal.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre
consentimento em permitir a participacdo do mesmo, estando totalmente ciente de
gue ndo h& nenhum valor econdémico, a receber ou a pagar, pela participacéo do

meu animal.

Curitiba, de de

Nome e assinatura do proprietario do animal da pesquisa

Os dados coletados servirdo para dissertacdo de mestrado e serdo submetidos a

divulgacédo por meio de congressos e revistas.
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ANEXO 2 — Aprovacado da Comisséo de Etica no Uso de Animais da PUCPR

Pontificia Universidade Catélica do Parana
Pré-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduagio
Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais

BRiPCG MARISTA

Curitiba, 03 de Dezembro de 2015.
PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA
REGISTRO DO PROJETO: 0998 — 12 versio
TiITULO DO PROJETO: Avaliagao sensitiva, motora e urodindmica de caes com lesdio medular aguda decorrente de
discopatia, submetidos ao transplante de células-tronco mesenquimais
PESQUISADOR RESPONSAVEL: José Ademar Villanova Junior

EQUIPE DE PESQUISA: Carmen Lucia Kunioshi Rebelatto, Fernando Swiech Bach, Paulo Roberto Klaumann, Claudia
Turra Pimp&o

INSTITUIGAO

Pontificia Universidade Catélica do Parana

ESCOLA / CURSO:

Escola de Ciéncias Agrarias e Medicina Veterinaria / Medicina Veterinaria - Mestrado

VIGENCIA DO PROJETO | 03/2015 2 02/2017 QUANTIDADE DE ANIMAIS 22

ESPECIEILINHAGEM | Canis lupus famifiaris (Caes) |N°SISBIO ) Nao se aplica
IDADE / PESO 2210 anos /2 a 30kg ESPECIE ~ GRUPO TAXONOMICOS | a5 s apica
ORIGEM DO ANIMAL | Clinivet Hv oo 15 e Nao se aplica

O colegiado do CEUA cerlifica que este protocolo que envolve a produgso, manutencdo e/ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto homem), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794/2018 e Decreto n° 6.899/2009, e com as normas editadas pelos CONCEA (Conselho Nacional de Controle
da Experimentag&o Animal) e foi APROVADO pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da PUCPR em reuniéo de 03.12.2015.

Se houver mudanga do protacolo o pesquisador deve enviar um relatério a0 CEUA-PUCPR descrevendo de forma clara e
sucinta, a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicdes, cabe ao pesquisador nao inicia-la antes de receber a
autorizacéo formal para a sua realizagdo. O documento que autoriza o infcio da pesquisa deve ser carimbado € assinado pelo
responsavel da instituicdc e deve ser mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEUA em
qualguer tempo. Lembramos ao pesquisador que € obrigatério encaminhar o relatério anual parcial e relatério final da pesquisa a este
CEUA
Atenciosamente,

Prof. Dra. Marta L Fischer

Coordenadora - Cofaité dee%ao Uso de Animais

martdh @@Qulada Coneeigdo, 1155 Prado Velho CEP 80.215-901 Curitiba Parana Brasil
;..@ﬁ\mm\n‘\ﬂﬂ"vw Telefone: (411 32712297 wwnn rarene ke
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