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FORMATO DA DISSERTACAO

A presente dissertacao é composta por capitulos.

O capitulo 1 apresenta uma introducéo geral dos objetivos de estudo
desta dissertacao.

O capitulo 2 trata-se de revisao de literatura. Aborda temas como o
trauma raquimedular, sua fisiopatologia, tratamento e o uso de células-
tronco como alternativa de terapia celular.

O capitulo 3 é o artigo para publicacdo em periédicos cientificos.

O Capitulo 4 finaliza esta dissertacao com conclusfes gerais deste
trabalho e com sugestdes para estudos futuros.

As referéncias de todos os capitulos se encontram em lista Unica ao

final da dissertacéo.



RESUMO GERAL

A lesdo raquimedular (LRM) tem consequéncias irreversiveis e sua abordagem
€ desafiadora para a Medicina e Medicina Veterinaria. Depois do dano causado
a medula espinal, ndo ha restauracdo da funcdo neurolégica no segmento
afetado. Os tratamentos incluem estabilizacdo mecanica, descompresséo e
reabilitacdo dos pacientes. Um tratamento alternativo é o transplante celular
com células-tronco derivadas de tecido adiposo (CTDAS). Estas células séo
facilmente obtidas, de alta capacidade proliferativa, e sua frequéncia no tecido
€ de 0,5%. Seu mecanismo de acéo nédo é claro, mas parece que sinalizactes
paracrinas podem promover a reparacao dos tecidos. O objetivo deste estudo
foi avaliar a capacidade de regeneracao da lesdo medular em ratos submetidos
a terapia celular com células-tronco derivadas de tecido adiposo humano
(hCTDASs). A lesdo da medula espinal dos ratos foi realizada por meio da
compressédo da regido toracolombar (T8 - T9) com um cateter Forgaty No. 3,
mantido durante cinco minutos. O cuff do cateter foi insuflado utilizando 80 uL
de solugdo salina. Os animais foram separados em dois grupos de 12
individuos cada: grupo A, grupo controle, que recebeu apenas meio de cultura;
grupo B foram transplantados com hCTDAs. O transplante foi realizado no
sétimo dia e décimo quarto dia ap6s a lesdo medular e 1,2 x10° células foram
injetadas via pungao da veia da cauda. A atividade locomotora dos animais foi
avaliada usando a escala BBB desenvolvida por Basso et al, 1995. A avaliacdo
locomotora apds contusdo da medula espinhal foi realizada em campo aberto a
cada 15 dias, durante os 90 dias, num total de 6 avaliagdes. Apés trés meses
da les&o, os animais foram eutanasiados, a medula espinhal e a bexiga foram
removidos para avaliacdo histolégica com as coloracbes hematoxilina-eosina
(HE) e tricromico de Masson (TM) (somente para a bexiga). Ndo houve
mudanc¢as nas pontuacdes para os grupos A e B (escore 0 na escala BBB,
nenhum movimento dos membros inferiores). Observou-se melhoria clinica na
funcdo da bexiga urinaria no grupo B, e 83,33% dos animais ndo apresentavam
qualquer retencado / incontinéncia urinaria, em média 8 dias apds a segunda
aplicacdo de hCTDAs. A andlise histologica da medula ndo demonstrou
diferenca significativa entre os grupos A e B. Em relacdo a avaliacdo
histol6gica da bexiga, ndo se observou diferenca histologica entre os grupos A
e B. Também néo se evidenciou diferenca entre os grupos em relagdo a bexiga
normal. Foi realizada em dois animais, avaliacdo quantitativa por meio da
bioluminescéncia, com o objetivo de identificar a localizagdo e intensidade das
hCTDAs apo6s as aplicacdes, in vivo. Foi observada maior intensidade de sinal
na segunda aplicacao de hCTDAs e a localizacdo das células foi identificada no
local de aplicacdo e nos pulmdes. Os presentes resultados indicam que o
transplante de hCTDAs em ratos com LRM pode ser associado a uma melhora
na retencgdo / incontinéncia urinéria.

Palavras-chave: Células-tronco. Medula espinhal. Bioluminescéncia. Ratos.
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ABSTRACT

The spinal cord injury (SCI) has irreversible consequences and its
management is challenging for Medicine and Veterinary Medicine. After injury
caused to the spinal medulla, there is no restoration of the neurological function
in the affected segment. Treatments include mechanical stabilization,
decompression and rehabilitation of the patients. An alternative treatment is a
cellular transplant with adipose-derived stem cells (ADSCs). These cells are
easily obtained, with high proliferative capacity and the frequency in the tissue
is 0,5%. Its mechanism of action is not clear, but its accepted that paracrine
signs can promote tissue repair. The aim of this study was evaluate the
regenerative capacity of spinal cord injury in rats submited to cell therapy with
human adipose-derived stem cells (hADSCs). Spinal cord injuries were
performed in rats by compressing the thoracolumbar region (Th8 - Th9) with a
catheter Forgaty No. 3 for five minutes. The cuff of the catheter was inflated
using 80 uL of saline solution. The animals were separated in two groups of 12
individuals each: group A, control group, received culture media; group B were
transplanted with hADSC. The transplant was performed on the seventh day
and fourteenth day after SCI and 1,2x10° cells were injected via puncture of the
tail vein. The locomotor activity of the animals was evaluated using a BBB scale
developed by Basso et al, 1995. Locomotor activity after spinal cord contusion
was analyzed on open field every 15 days during the 90 days, with total of 6
reviews. After three months of injury, the animals were euthanized, the spinal
cord and the bladder were removed and performed histological staining with
hematoxylin-eosin (H&E) and Masson trichrome. There were no changes in
scores both groups A and B (score 0 in BBB scale, no movement of the lower
limbs). It was observed clinical improvement in urinary bladder function in group
B, and 83.33% of the animals showed no retention/incontinence, an average of
7.6 days after the second stem cells application. Histological analysis of the
spinal cord showed no significant difference between groups A and B.
Regarding the histological evaluation of the bladder, there was no histological
difference between groups A and B. Also no difference between the groups was
seen in relation to normal bladder. It was performed in two animals, qualitative
evaluation by bioluminescence, with purpose of identifying the location and
intensity of hADSC after applications in vivo. Higher intensity signal was
observed at the second injection and hADSC cells was identified on application
site and lungs. The presented results indicate that the transplant of hADSC in
rats with SClI may be associated with an improvement in urinary
retention/incontinence.

Keywords: Stem cell. Spinal cord. Bioluminescence. Rats.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

O trauma raquimedular é uma afeccao neurolégica frequente na pratica
clinica veterinaria e sua gravidade esta relacionada com a severidade das
lesbes, que podem determinar consequéncias irreversiveis. Seu tratamento
ainda permanece um desafio tanto para a Medicina como para a Medicina
Veterindria porque, além de ndo ocorrer regeneragdo neuronal, ndo ha
consenso sobre o tratamento ideal (Arias et al., 2007).

A causa mais comum de trauma raquimedular em cdes e gatos € o
acidente automobilistico, seguido de quedas, brigas e trauma por arma de fogo
(Braund, 1994; Seim IIl, 2005; Lorenz, 2006). Além das causas traumaticas,
extrusdo e protrusdo de disco intervertebral, émbolo fibrocartilaginoso e
neoplasias podem provocar interrupcdo anatdbmica, compressao, concussao
e/ou isquemia a medula espinhal (Arias et al., 2007).

O tratamento dos animais acometidos deve sempre ser considerado
emergencial, visto que a intervencao rapida e adequada em intervalo de tempo
apropriado pode limitar a extensdo dos danos ao tecido neuronal, favorecendo
assim a recuperacao neurolégica do paciente (Arias et al.,, 2007). A terapia
clinica, cirirgica ou a associacdo de ambas dependerd das afeccdes
envolvidas e, cada caso deve ser individualmente avaliado (Lecouteur e
Grandy, 2005).

Os glicocorticoides, em altas doses, tém sido utilizados no tratamento do
trauma raquimedular, com melhora na perfusdo microvascular, no metabolismo
medular e em medidas histomorfométricas (Constantini e Young, 1994). A
metilprednisolona (MP) administrada em altas doses, iniciada em menos de
oito horas ap0s o trauma, melhora a funcdo de alguns grupos musculares
(Vialle et al., 2007a). Acredita-se que os mecanismos de acdo da MP sejam a
inibicdo da peroxidacédo lipidica, diminuicAo da degeneracdo do axoénio,
prevencdo de isquemia e a reversdo do acumulo de calcio intracelular
(Constantini e Young, 1994; Hall, 2001). Apesar das inuUmeras pesquisas
envolvendo a MP, os resultados apresentam-se muito variaveis, necessitando

mais estudos para a determinacdo da dose e dos seus efeitos (Vialle et al.,
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2007a).

Uma alternativa promissora no tratamento regenerativo da medula
espinhal lesionada sdo os transplantes celulares, como a utilizacao de células-
tronco mesenquimais (CTMs). As CTMs sao encontradas no estroma de varios
orgéos, e também sdo denominadas como células-tronco estromais e células
progenitoras mesodérmicas. Foram descritas inicialmente em 1970 por
Friedenstein e colaboradores, em referéncia ao tipo celular aderente com
formato fusiforme semelhante aos fibroblastos. De todas as linhagens de
células-tronco somaticas estudadas até o presente momento, as CTMs
apresentam maior plasticidade, originando tecidos mesodermais e néo
mesodermais (Meirelles et al., 2006).

Além da medula éssea, as CTMs podem ser obtidas a partir de varios
tecidos como a polpa dentéria, o tecido adiposo, tenddo, sangue de cordao
umbilical, placenta, dentre outros (Soares et al.,, 2006). Estudos utilizando
células mesenquimais do tecido adiposo humano mostram que ha uma
capacidade proliferativa e de diferenciacdo adequada destas células e que elas
tém um potencial de proliferacdo superior ao das células extraidas da medula
Ossea (Lee et al., 2004; Kima et al., 2007).

O objetivo deste estudo foi avaliar os resultados da terapia com células-
tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano aplicadas via

intravenosa em ratos submetidos a trauma raquimedular.
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CAPITULO 2

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TRAUMA RAQUIMEDULAR

As principais funcdes da medula sdo motricidade, sensibilidade e acdes
reflexas, e podem ser interrompidas devido a infec¢fes, alteracfes congénitas,
doencas degenerativas, tumores, compressao vascular e eventos traumaticos.
A medula espinhal ndo € somente uma estrutura anatdomica de transito de
estimulos do cérebro as extremidades e vice-versa, mas é parte complexa do
sistema nervoso central (SNC), capaz de regular seu fluxo sanguineo e a
passagem destes estimulos, com a variagdo da excitabilidade de corpos
neuronais e seus axonios (Meyer et al., 2003).

A coluna toracolombar é o local mais comum para fraturas, luxacdes e
subluxacdes vertebrais, ocorrendo na regido toracica caudal em 50 a 60% dos
pacientes. Isto ocorre porque esta regido da coluna vertebral apresenta maior
mobilidade, quando comparada a areas adjacentes mais estaveis do esqueleto
axial. As forcas que atuam no local da lesdo sao provavelmente resultado de
hiperextenséo, hiperflexdo, compresséao axial e rotacdo. Uma falha em resistir a
tais forcas causa descontinuidade mecanica com compressdo da medula
espinhal e de raizes nervosas. Fraturas da coluna torécica que envolvem T1 a
T9 sdo incomuns gracas a estabilidade obtida por meio de massa muscular
epaxial, das ligacfes costais, do suporte ligamentar e das ligaces musculares
intercostais (Seim Ill, 2005).

A compressdo traumética da medula espinhal cervical, ao contrério
daquela na area toracolombar, pode ser responsavel por dor acentuada com
menores déficits neuroldgicos. Entretanto, a compressao extensa resulta em
disfungéo grave motora e sensorial. As lesdes craniais a C5 podem causar
morte subita pelo rompimento dos ramos respiratorios aos neurénios motores
frénicos e intercostais. A tetraplegia com perda da sensacao de dor profunda
caudal a lesdo, consequentemente, sera rara, uma vez que 0S animais
acometidos morrem de insuficiéncia respiratoria (Lorenz, 2006).

O desafio da neurologia tem sido vencer a falta de regeneracao
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espontanea do SNC ap0s a perda de neurbnios e/ou interrupcdo de seus
prolongamentos, os dendritos e os axdnios. Embora possa haver recuperacao
parcial dos sintomas, as melhoras funcionais observadas apos lesao cerebral
ou medular sdo decorrentes de fenbmenos de plasticidade sinaptica e ndo de
reparo estrutural. A maioria dos esforgcos cientificos atuais concentra-se no
desenvolvimento e na aplicacdo de estratégias visando a limitacdo das
consequéncias do dano ao SNC e a ampliacdo do potencial regenerativo dos
neurénios lesados. Ao contrario do que ocorre no SNC, 0 sistema nervoso
periférico (SNP) apresenta capacidade regenerativa pos-trauma, de modo que
grande parte de lesbes de nervos, atualmente, ndo mais significam perda de
funcdo, desde que abordadas microcirurgicamente de maneira adequada
(Gebrin, 1997).

2.2 FISIOPATOLOGIA DO TRAUMA RAQUIMEDULAR

A lesdo medular é caracterizada pelo conjunto de situacfes que ocorrem
nos neurdnios do SNC do canal vertebral, desde o forame magno até a regiao
lombossacra, culminando em graus variados de extensdo e comprometimento
fisiol6égico (Meyer et al., 2003)

Pode ser aguda ou crbnica, iniciando uma sequéncia de eventos
vasculares, bioquimicos e inflamatérios, que geram danos teciduais
secundarios, levando a destruicdo progressiva do tecido neuronal. A lesédo
aguda pode resultar de extrusdo de disco intervertebral, émbolo
fibrocartilaginoso ou traumatismo vertebral. A lesdo medular crénica pode vir
acompanhada de compressdo progressiva da medula espinhal e provir de
protrusdo de disco, neoplasias e instabilidade vertebral (Arias et al., 2007).

A lesdo medular primaria é causada pela transferéncia de energia
cinética, que resulta da forca do impacto traumatico, gerando a interrupcéo
mecanica direta e € esta forca que define a extensdo da lesdo, evento que
ocorre imediatamente ap0s o trauma. Neste momento pode ocorrer o0
rompimento dos axoOnios, lesdo as ceélulas nervosas e ruptura dos vasos
sanguineos, ocasionando hemorragia e necrose da substancia cinzenta, com
formacdo de petéquias e necrose central hemorragica, que pode se estender

para a substancia branca devido a reducdo geral do fluxo sanguineo no local
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lesionado. Esta é a fase aguda e ocorre nas primeiras oito horas apés o trauma
medular. Em seguida inicia-se a cascata de eventos destrutivos que levam as
lesdes teciduais secundarias. E nesta fase que ocorrem as perdas de tecido
neuronal (Defino, 1999).

Vialle et al. (2007b) descrevem que 0s processos secundarios
associados com o trauma raquimedular (TRM) incluem edema, isquemia,
inflamacé&o, toxicidade celular, alteracdo na homeostase i6nica, liberacao
excessiva de citocinas, ativacdo enzimatica alterada e apoptose. Braund (1994)
ressalta que essas alteracbes sdo mais graves na substancia cinzenta, com
subsequente propagacéo para a substancia branca. A maior vulnerabilidade da
substancia cinzenta pode ser devido a varios fatores. Em contraste com o0s
protegidos tratos da substancia branca, os neurdnios da substancia cinzenta
sao facilmente separados por fluido ou sangue, por causa da rigida membrana
que a envolve. Qualquer aumento da pressdo intramedular (secundario a
hemorragia ou edema) esta concentrado centralmente; os tecidos lesados tém
uma demanda metabdlica além do normal, embora a proporcdo do fluxo
sanguineo seja de cinco para um para a substancia cinzenta e branca, as
necessidades metabdlicas da substancia cinzenta podem exceder as
disponibilidades do fluxo sanguineo.

Na lesdo primaria ocorre a ruptura e esmagamento de elementos
neuronais, gerando a interrupcéo dos impulsos nervosos, e simultaneamente
ocorrem lesdes vasculares, hemorragias e perda da auto regulacdo sanguinea,
levando as lesfGes secundarias da medula espinhal. Neste momento ocorrem
as anormalidades vasculares, como perda da auto regulacdo, que leva a
hipotensdo sistémica, diminuindo a microcirculacdo e consequentemente
causando a isquemia neuronal e diminuigdo nas reservas de ATP (adenosina
trifosfato), levando ao acumulo de radicais livres, 0 que ocasiona a peroxidacéo
lipidica. Em contrapartida, eventos bioquimicos decorrentes do aumento da
permeabilidade da membrana facilitam o aumento da concentragéo intracelular
de elementos como o calcio (Cat), sodio (Na+) e potassio (K+), que ativam
proteases como a calpaina e a caspase, destruindo o citoesqueleto e 0 DNA
cromossomal, iniciando a necrose (calpaina) e a apoptose (calpaina e
caspase). Este evento também da inicio a liberagdo de mediadores

inflamatérios como citocinas, interleucina 1, fator de necrose tumoral,
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leucotrienos, prostaglandinas, recrutamento de células inflamatérias como
neutrofilos e macrofagos. Nesta fase da reagdo inflamatéria ocorre a
desmielinizacédo secundaria e perda de axonios. E possivel observar na medula
espinhal lesionada a presenca de leucocitos polimorfonucleares fagociticos, no
interior e adjacente as paredes celulares e as areas de hemorragia, o que
sugere que o trauma induz a ativacdo das lipases das membranas, hidrolisa
seus fosfolipideos e libera acidos graxos, principalmente o acido aracdonico.
Além desses eventos, ocorre a liberacdo de opidides enddgenos, contribuindo
para hipotensdo sistémica, reduzindo o fluxo sanguineo na medula espinhal,

agravando a isquemia (Arias et al., 2007).

2.3BEXIGA NEUROGENICA

As vias neurais que controlam as fun¢fes do trato urinario inferior sdo
capazes de manter uma relacdo funcional reciproca entre a vesicula urinaria e
a uretra. Os reflexos de armazenamento sdo ativados durante o enchimento da
bexiga e organizados primariamente na medula espinhal, enquanto que os
reflexos de esvaziamento sdo mediados por mecanismos reflexos que sao
controlados pelo cérebro. A regulacdo supra espinhal das fun¢bes do trato
urinario inferior depende de multiplas vias, as quais conduzem informacfes
entre o cérebro e a medula espinhal (Forner, 2011).

No cérebro, popula¢cdes neuronais estdo envolvidas no controle da
bexiga, uretra e esfincter uretral. Neurdnios serotoninérgicos presentes no
nacleo da rafe, neurdnios noradrenérgicos do loco ceruleo e as células
noradrenérgicas A5 no tronco cerebral, representam mecanismos nao
especificos com projecdes espinhais difusas. Outros grupos neuronais sao
especificos para a miccdo e entre eles estdo os neurdnios do nudcleo de
Barrington, conhecido também como centro pontino da miccdo, que esta
localizado nas regibes medial e dorso lateral da ponte, e aqueles da substancia
cinzenta periaquedutal que estdo localizados nos neurénios de varias partes do
cortex cerebral, em particular no cortex frontal medial. Algumas destas areas
cerebrais apresentam conexdes entre si e também entre o cérebro e a medula
espinhal lombo-sacral (Fowler et al., 2008).

A medula espinhal lombo-sacral contém as vias eferentes autonémicas
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gue integram o nervo pélvico (parassimpatico), hipogastrico (simpatico) e
pudendo (somético). Estes nervos sdo responsaveis pela conducdo da
informacéo sensorial do trato urinario inferior para a medula espinhal (Fry et al.,
2010). Essa via patrticipa do controle voluntario da miccéo sobre o trato urinario
inferior (Anderson e Arner, 2004).

O traumatismo na medula espinhal pode resultar em alteracdes no
funcionamento do sistema urinario, além de comprometimento intestinal,
respiratorio, circulatorio, sexual e reprodutivo (Lianza et al., 2001). As lesdes
medulares em nivel toracico e lombar resultam em disfun¢des do trato urinério
inferior, tais como a hiperatividade da bexiga urinaria, dissinergia vesico-
esfincteriana e retencédo urinaria (Forner, 2011).

A hiperatividade da bexiga urinaria de origem neurogénica € uma
consequéncia frequente em pacientes com trauma medular. A intensidade da
hiperatividade da bexiga e a coordenagéo ou ndo entre o musculo detrusor e o
esfincter uretral sdo determinados pela altura e a extensdo da lesdo. Lesbes
completas que afetam qualquer parte do circuito de reflexo de esvaziamento da
bexiga, entre os quais 0s niveis sacrais S2-S4 ou os aferentes/eferentes
parassimpaticos, produzem bexiga flacida e paralisada, que se enche
excessivamente de urina e ocorre transbordamento por falta de distensdo
muscular. Ao contrario, lesdes completas acima da regido sacral interrompem
0s axoOnios descendentes que controlam normalmente a funcdo vesical, mas
nao interrompem o controle reflexo da bexiga, que inicialmente torna-se
arreflexa, podendo ocorrer retencdo urinaria e incontinéncia por
transbordamento seguida de restabelecimento do reflexo de miccdo mediado
pelo arco reflexo medular. Isso acarreta o que € conhecido por bexiga
hipertdnica e hiper-reflexiva (De Groat e Yoshimura, 2006).

Podem ocorrer multiplas complicacdes quando a inervagdo normal para
a bexiga e o esfincter urinario estd comprometida. As complicacdes comuns
incluem incontinéncia urinaria, infeccdo do trato urinério, sofrimento do trato
urinario superior, calculos urinarios, disreflexia autondmica e cancer de bexiga
(Gray, 2006).

Apés o trauma medular, observam-se importantes alteragbes
eletrofisiolégicas dos neurbnios aferentes da bexiga urinaria, por meio de

mudancas nos canais de sodio e aumento na fungdo desses canais sensiveis a
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tetrodotoxina (De Groat e Yashimura, 2006). Neuronios de ratos com leséo
medular apresentam maior numero de potenciais de acdo (De Groat e
Yashimura, 2010). Essa mudanca nas propriedades dos canais de sodio pode
aumentar o reflexo espinhal, que promove maior numero de contracdes do
musculo detrusor. As mudancas nas propriedades dos neurdnios aferentes da
bexiga urinaria apos a lesdo medular podem ainda estar relacionadas a
neuroplasticidade, mediada pelo fator de crescimento derivado do nervo (NGF),
o qual é liberado tanto pela medula espinhal quanto pela bexiga urinaria. A
liberacdo aumentada de NGF induz tanto hiperexcitabilidade do 6rgéo, quanto
distensdo e baixa eficdcia de esvaziamento do mesmo (Vizzard, 2000; Gray,
2006; De Groat e Yashimura, 2006). Aléem do NGF, os niveis de outros fatores
de crescimento, tais como o fator neurotréfico derivado do cérebro (BNDF), o
fator neurotroéfico derivado da glia (GDNF) e das neutrofinas do tipo 3 e 4 (NT3
e NT4) encontram-se aumentados ap0s a lesdo medular, favorecendo a

neuroplasticidade das vias que inervam a bexiga urinéaria (Vizzard, 2006).

2.4TRATAMENTO CLINICO DA LESAO RAQUIMEDULAR

O trauma medular agudo deve ser considerado como emergéncia
médica, e a principal preocupacdo no primo atendimento deve ser a
estabilizacdo do estado geral, buscando tratar o choque e hemorragias quando
estas existirem. O Médico Veterinario deve estar atento ndo s6 a medula
espinhal em casos de trauma, mas também aos danos causados em 0Orgaos
das cavidades toracica e abdominal, como hérnias diafragmaticas, ruptura de
baco e bexiga, entre outros. Conforme comenta Lorenz (2006), existe pouco
beneficio no reparo bem-sucedido para a fratura espinhal apenas para ter o
animal morto dias depois por hérnia diafragmatica ou por bexiga rompida.

O ideal para o manejo priméario do paciente com trauma medular agudo
consiste portanto na execug¢ao do ABC do trauma, ou seja, manutencéo de vias
aéreas, respiracdo, circulacdo, imobilizacdo do paciente, oxigenacao,
manutencdo da presséo sanguinea e imobilizacdo da coluna vertebral quando
indicado (Arias et al., 2007).

Durante o periodo da primeira avaliagdo e do tratamento, o animal deve

ficar contido para evitar leséo adicional da medula espinhal. Os animais devem
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ser transportados em maca rigida ou tdbua. O movimento deve ser
desestimulado, especialmente se, fratura, luxacdo ou subluxagédo vertebrais
forem suspeitas (Lorenz, 2006). O exame neurolégico completo € essencial
para avaliar a localizacdo da lesdo medular, o grau de severidade e fornecer
um prognostico preciso. Em muitos casos a alteracdo é tdo discreta que a
funcdo normal pode retornar sem qualquer tratamento (Arias et al., 2007).

Uma vez ocorrida a leséo primaria medular, poucos recursos cirurgicos e
farmacoldgicos estdo atualmente disponiveis e nenhum é capaz de reverter
totalmente os danos da lesao inicial. Farmacologicamente, drogas moduladoras
das respostas endogenas a lesdo estdo sendo progressivamente introduzidas,
a fim de melhorar o potencial de recuperacdo funcional desses pacientes.
Essas drogas visam interromper os mecanismos fisiopatologicos de lesdo
neuronal secundaria (Gebrin, 1997).

Apesar de estudos controversos sobre a eficacia do succinato sédico de
metilprednisolona (SSMP) no trauma medular, muitos autores, médicos e
meédicos veterinarios indicam a administracdo do farmaco. Em estudos
experimentais realizados por Tebet et al. (2003) em ratos e gatos, onde foram
aplicadas altas doses de SSMP, atribui-se que seu mecanismo de acao atue na
inibicdo da enzima peroxidase lipidica, prevenindo a isquemia e a degeneracao
de neurofilamentos, dentre outros beneficios. Lorenz (2006) indica o uso de
SSMP, na dosagem inicial de 30 mg/Kg, por um periodo de 10 minutos,
seguido de infusdo continua de 5mg/Kg por hora, durante 24 horas. O autor
ressalta que esse farmaco é benéfico na prevencéo e no tratamento do edema
do SNC e das reacdes bioquimicas secundarias no tecido nervoso, porém para
ser eficaz, a dose inicial de SSMP deve ser administrada dentro de oito horas
apos a lesao, pois a administracdo de corticoides depois de decorridas oito
horas pode ser nociva. Vialle et al. (2007a) citam que os efeitos indesejaveis do
SSMP  observados sdo: complicacbes respiratorias, sangramentos
gastrointestinais e taxas elevadas de infec¢do pos-operatoria.

O uso de manitol & controverso, poréem Lorenz (2006) recomenda que
apos recuperacédo da volemia e estabilizacdo do animal a terapia com manitol a
20% seja instituida. O autor diz que este diurético osmético hipertdnico age
rapidamente para reduzir o edema na medula espinhal e esta indicado em

conjunto com os corticosteroides. Ele é administrado na dosagem de 0,5g/Kg
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de peso corpéreo por 30 minutos. A terapia com manitol é repetida em duas a
trés horas e entéo € interrompida.

Embora muitas fraturas vertebrais possam ser tratadas clinicamente, a
intervencao cirdrgica é indicada para fraturas instaveis. Porém um estudo com
211 caes e gatos com fraturas vertebrais encontrou minimas diferengas entre o
tratamento clinico e cirtrgico (Lorenz, 2006).

Dewey (2006) cita alguns tratamentos experimentais que embasam a
terapia da lesdo de medula espinhal aguda com a estimulacdo do campo
oscilatorio, que consiste na aplicacdo de um fraco campo elétrico de polaridade
oscilante na regido lesionada. Acredita-se que esse tratamento favoreca o0s
processos de reparo de neurdnios e axonios. Outro tratamento citado pelo
autor é a aplicacdo de polietilenoglicol, com intuito de restabelecer as funcdes
das membranas celulares.

Pesquisas também tem avaliado a eficacia da hipotermia como agente
neuroprotetor. Kwon et al. (2008) comentam que as provas que sustentam o
efeito benéfico da hipotermia em modelos animais com LRM sao variaveis, pois
a interpretacédo de estudos em animais submetidos a hipotermia apés a lesdo
medular ¢é dificultada pela utilizacdo de diferentes modelos animais,
mecanismos causadores e gravidade da lesdo, e as variacbes no tempo,
duracédo e o grau de hipotermia. Desta forma, é dificil sugerir que a hipotermia
sistémica atue como neuroprotetora apos trauma raquimedular agudo.

Alguns farmacos com propriedades neuroprotetoras estdo em estudo
para o uso no trauma medular agudo. Além dos esteroides como o SSMP,
bloqueadores dos canais de calcio e sédio, antioxidantes e varredores de
radicais livres, inibidores do metabolismo do &cido aracdénico, barbitdricos,
antagonistas dos opitides, hormonio liberador da tirotropina, progesterona,
dentre outros sdo utilizados na prética clinica e em nivel experimental
(Janssens, 1986; Olby, 1999; Bergman et al., 2000). Agentes como 0s
inibidores da caspase e da calpaina mostraram-se opg¢des promissoras no
tratamento do trauma medular. Em pesquisa realizada por Cheng et al.(1998),
as caspases reduziram o edema e a inflamacao, prevenindo a morte celular,
inclusive de neurdnios. Inibidores da calpaina aplicados diretamente na medula
espinhal de ratos, antes das lesdes, possibilitaram melhora significante da

funcdo neurolégica seis semanas apos o trauma.
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Transplantes celulares para as areas de tecido nervoso lesado, como o
implante de blocos de tecido do SNC fetal, células nervosas da bainha olfatoria,
encontradas no bulbo e nervo olfatérios, e células de Schwann, podem
promover o crescimento e regeneracdo axonal, contribuindo na recuperacao
neurologica de pacientes com lesdo medular. Diversos estudos tém sido feitos
com o uso de células-tronco, pela sua capacidade de se diferenciar em outras
células. Estudos com estas células tém o objetivo de reconstituir a
comunicacao entre o cérebro e os membros, porém ainda seréo necessarios
muitos anos até que o transplante celular seja considerado uma possibilidade
rotineira de tratamento (Arias et al., 2007).

2.5CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS

A partir de 1945, ap0s a exposicdo de populagbes civis a doses letais de
radiacdo, iniciaram os estudos de células-tronco, mais precisamente em 1956,
através de experimentos com camundongos irradiados, onde alguns grupos
mostraram que o transplante de medula éssea protegia esses animais dos
efeitos da radiacao (Otero et al., 2006).

As células-tronco sédo classificadas de acordo com sua capacidade de
diferenciacdo e, conforme o seu nivel de plasticidade, sdo denominadas de
totipotentes, pluripotentes ou multipotentes (Souza et al., 2003).

Células-tronco embrionarias sdo células com capacidade ilimitada ou
prolongada de autoperpetuacdo, que podem se diferenciar em qualquer tipo
celular especifico por meio de diferenciacdo em linhagens intermediérias.
Células-tronco totipotentes podem originar tanto um organismo totalmente
funcional, como qualquer tipo celular do organismo, inclusive todo o sistema
nervoso central e periférico (Gage, 2000). Correspondem as células do embriédo
recém-formado e tém potencial para originar até mesmo as células do folheto
extraembrionario que formardo a placenta. Entretanto, estas células séo
efémeras e desaparecem poucos dias apos a fertilizacédo (Robey, 2000).

Quando o embrido esta entre o terceiro e o quinto dia de idade, encontra-se
na fase de blastocisto e contém células-tronco pluripotentes, capazes de gerar
varios 6rgdos e tecidos que formam o feto, exceto anexos embrionarios
(Franchini et al., 2002).
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A primeira linhagem de células-tronco embrionérias foi isolada em 1998.
Estudos em animais mostraram que, frequentemente, estas células quando
transplantadas para um determinado 6rgdo, formavam teratomas ou
teratocarcinomas devido a sua pluripotencialidade. Outro fator que dificulta a

utilizacéo destas células sdo as questdes éticas e legais (Otero et al., 2006).

2.6 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Nos anos 60 pesquisadores descobriram que a medula 6ssea contém
pelo menos dois tipos de células-tronco. Uma populacdo chamada células-
tronco hematopoiéticas, que formam todos os tipos de células sanguineas do
corpo. Outra populacdo celular chamada de células do estroma da medula
0ssea (mesenquimais ou unidades formadoras de colbnias fibroblasticas) foi
descoberta alguns anos mais tarde e geram o0sso, cartilagem, gordura e o
tecido conjuntivo fibroso (Del Carlo, 2005; Bittencourt et al., 2006).

As células-tronco adultas aparentemente tém capacidade de
autorrenovacao limitada e sdo denominadas multipotentes, pela capacidade de
diferenciacdo em alguns tipos celulares (Souza et al., 2010). Podem se
diferenciar e produzir qualquer tipo celular necessario num processo de
reparacdo, como osteoblastos, condroblastos, hepatécitos, neurénios, células
epiteliais, renais, cardiacas, dentre outras (Pittenger et al., 1999).

As células-tronco mesenquimais (CTMs) sdo encontradas no estroma de
varios 6rgaos, e também sdo denominadas como células-tronco estromais ou
células progenitoras mesodérmicas. Foi descrita inicialmente em 1970 por
Friedenstein e colaboradores, em referéncia ao tipo celular aderente com
formato fusiforme semelhante aos fibroblastos. Além da medula Ossea, as
CTMs podem ser obtidas a partir de varios tecidos como a polpa dentaria, o
tecido adiposo, tend&do, sangue de corddo umbilical, placenta, dentre outros
(Soares et al., 2006).

Suas caracteristicas de plasticidade sugerem que esse tipo celular € o
responsavel pelo turnover e pela manutencdo de todos os tecidos do
organismo (Caplan, 2009). Elas tornaram-se foco de inUmeras pesquisas em
todo o mundo por fornecer perspectivas clinicas promissoras para a terapia

celular. De todas as linhagens de células-tronco somaticas estudadas até o
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presente momento, as CTMs apresentam maior plasticidade, originando
tecidos mesodermais e ndo mesodermais (Meirelles et al., 2006). Entretanto
seus mecanismos de plasticidade ndo séo totalmente compreendidos (Monteiro
et al., 2009). Acredita-se que sua plasticidade ocorra por meio de
transdiferenciacdo, onde as células alterariam sua expressao génica para uma
linhagem celular diferente, originando tipos celulares distintos (Herzog et al.,
2003). Outro mecanismo € a fusdo, que € quando a célula-tronco mesenquimal
se junta a uma célula alvo, assumindo o padrdo de expressao génica da célula
adulta a qual se uniu. A fusdo celular € um fendmeno biolégico amplamente
conhecido, ocorrendo principalmente nas células cuja poliploidia (dois ou mais
conjuntos de cromossomos) € comumente vista, como em hepatdcitos e
células musculares esqueléticas (Herzog et al., 2003; Meirelles et al., 2006).

As CTMs secretam uma variedade de citocinas e fatores de crescimento
que possuem atividade tanto paracrina como autécrina. Acredita-se que essa
propriedade seja de fundamental importancia para a explicacdo dos efeitos
terapéuticos observados com essas células. Esses fatores secretados pelas
CTMs exercem acdo antiapoptética, pré-angiogénica e efeito reparador
enddgeno (Gnecchi et al., 2008). A isquemia aumenta a producdo de diversos
fatores, tais como fator de crescimento vascular endotelial, fator de crescimento
de fibroblasto bésico, fator de crescimento dos hepatocitos, fator de
crescimento insulina-like e adrenomedulina (Yon et al., 2005; Nagaya et al.,
2005). Além disso, as CTMs possuem a capacidade de se acumular ao redor
de processos inflamatorios e tumorais quando administradas in vivo. Por esse
motivo, essas células podem ser utilizadas em situacdes clinicas como terapia
regenerativa, tratamento da doenca do enxerto contra hospedeiro e terapia
génica para o cancer. Atualmente sabe-se que as células-tronco mesenquimais
podem imunomodular tipos celulares tanto do sistema imune inato como do
sistema imune adaptativo, tais como células dendriticas, células NK,
neutrofilos, linfocitos T e B, e células T regulatorias. Na presenca de células-
tronco mesenquimais, as ceélulas dendriticas maduras diminuem a expresséo
de moléculas de superficie, tais como MCH II, CD11lc, CD83 e moléculas
coestimulatorias, além da diminuicdo da secrecdo de IL-12. A diminuicdo da
expressdo dessas moléculas e da secrecdo dessa citocina prejudica a

apresentacao antigénica por essa ceélula (Bartholomew et al., 2002). A inibicéo
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de células T por células-tronco mesenquimais leva a diminuicdo da producgéo
de INF- tanto in vitro como in vivo e a0 aumento da producdo de IL-4,
caracterizando uma alteracdo no perfil da reposta imune de pré-inflamatério
para anti-inflamatorio (Nauta et al., 2006).

O transplante de CTMs é atualmente um procedimento altamente
experimental, lembrando os primérdios do transplante de células-tronco
hematopoiéticas. Neste Ultimo caso, a medula d&ssea foi substituida
progressivamente por células progenitoras do sangue periférico e de sangue do
corddo umbilical. Levando-se em conta as vantagens e desvantagens de fontes
como a medula éssea, sangue do corddo umbilical e tecido adiposo,
dependendo da indicacdo terapéutica, as aplicacdes clinicas podem ter como
base a capacidade de diferenciacdo, porém € mais provavel que a frequéncia e
o potencial de expanséo das células sejam os principais critérios na escolha da
melhor fonte (Kern et al., 2006). Estudos utilizando CTMs do tecido adiposo
humano mostram que ha uma capacidade proliferativa e de diferenciacao
adequada destas células e que elas tém um potencial de proliferacdo superior

ao das células extraidas da medula 6ssea (Lee et al., 2004; Kima et al., 2007).

2.7 TERAPIA CELULAR E A MEDICINA VETERINARIA

Nas ultimas décadas a medicina regenerativa tem se destacado em todo
0 mundo, gragas ao surgimento da terapia com CTMs, reconstruindo tecidos
lesionados (Branco et al., 2009). Os resultados ja estabelecidos e as
possibilidades de sucesso estdo gerando grandes expectativas entre a
comunidade cientifica e a populacao leiga (Del Carlo et al., 2009). Estudos
recentes descrevem a utilizacdo halégena e autdégena das células-tronco para
a reparacédo de diversos tecidos. A grande aplicacdo em Medicina Veterinaria
se deve a geracdo de modelos experimentais aplicaveis em paciente humanos
(Monteiro et al., 2009). Estes modelos permitiram que a ciéncia animal
obtivesse dados clinicos precoces. Lee et al.,, (2007) realizaram o
transplante de CTMs em ratos submetidos a LRM, os pesquisadores
observaram uma melhora funcional, de acordo com testes comportamentais
(BBB), eletrofisiolégicos e imunohistoquimica. Em pesquisa iniciada em 1998 e

publicada no ano de 2001, Barros et al. (2001) realizaram a aplicacdo
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percutanea de células mononucleares da medula 6ssea na reparacao de falhas
experimentais em radio de coelhos, obtendo resultados promissores no
processo de reparacdo 0ssea em relacdo ao grupo controle, principalmente na
precocidade de formacdo do novo tecido. Orlic et al., (2001) realizaram um
estudo para regeneracdo do miocardio, transplantando células-tronco Lin-c-
KitPOS derivadas da medula 6ssea, para regides peri-infarto trés a cinco horas
apos a ligadura da artéria descendente anterior em camundongos, que
demonstrou regeneracdo dos midcitos cardiacos assim como de estruturas
vasculares, incluindo-se células endoteliais e musculares lisas. Coragfes que
receberam o transplante ndo demonstraram restituicdo completa da funcao,
mas apresentaram melhora hemodindmica, nove dias apds o infarto,
comparado com controles.

Em um estudo realizado por Gangji et al. (2004) com 13 pacientes
portadores de osteonecrose da cabeca femoral, os pesquisadores concluiram
gue o implante de células mononucleares autdlogas de medula 6ssea é um
tratamento seguro e eficaz para estagios precoces de osteonecrose da cabeca
femoral. Outros estudos realizados em casos de defeitos por ndo uniao,
tratados com uma matriz halogénica com uma Unica aplicacdo de aspirado da
medula 0ssea, resultou em regeneracdo 0ssea assegurada em 50% dos casos
que receberam matriz halogénica, permitindo a retencdo das células
adicionadas e servindo como agente osteopromotor (Kraus e Kirked-Head,
2006).

O namero de pesquisas visando a terapias reparativas utilizando células-
tronco tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos, no Brasil e no
mundo (Otero et al.,, 2006). A terapia celular € uma alternativa terapéutica
promissora, porém a compreensao da biologia dessas células ainda é uma

ciéncia em formacao.
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CAPITULO 3

EFEITOS LOCOMOTORES E MICCIONAIS APOS APLICAGAO
INTRAVENOSA DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS EM
LESAO RAQUIMEDULAR EXPERIMENTAL

(Locomotors and micturitions effects after intravenous injection of Stem Cells in

experimental spinal cord injury)

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de regeneracdo da lesao
medular em ratos submetidos a terapia celular com célula-tronco derivadas do
tecido adiposo humano (hCTDAS). A lesdo da medula espinhal dos ratos foi
realizada por meio da compressao da regiao toracolombar (T8 - T9) com um
cateter Forgaty n°. 3, durante cinco minutos. O cuff do cateter foi insuflado
utilizando 80 pL de solugdo salina. Os 24 animais foram aleatoriamente
separados em dois grupos iguais: grupo A, grupo controle, que recebeu apenas
meio de cultura; grupo B foram transplantados com hCTDAs (1,2 x10° células).
Em ambos os grupos a inoculacéo foi realizada por via intravenosa, no sétimo
dia e décimo quarto dia ap6s a lesdo medular, via puncao da veia da cauda.
Apos a compressdo da medula a atividade locomotora dos animais foi avaliada
usando a escala BBB, realizada em campo aberto a cada 15 dias, durante os
90 dias, num total de 6 avaliacBes. Apés trés meses da lesdo, os animais foram
eutanasiados, a medula espinhal e a bexiga foram removidos para avaliacdo
histolégica com as coloracbes Hematoxilina Eosina (HE) e Tricromio de
Masson (TM) (somente para bexiga). Em dois animais foi realizada avaliagdo
guantitativa por meio de bioluminescéncia, com o objetivo de identificar a
localizacéo e intensidade das hCTDAs apds as aplicacdes in vivo. No periodo
avaliado ndo houve mudancas nas pontuacfes para 0os grupos A e B com
relagdo a movimentacdo dos membros inferiores (escore 0 na escala BBB).
Observou-se melhoria clinica na funcdo da bexiga urinaria no grupo B, e
83,33% dos animais ndo apresentavam qualquer retencdo / incontinéncia
urinaria, em média 8 dias ap6s a segunda aplicacdo de hCTDAs. A analise
histoldgica da medula ndo demonstrou diferenca significativa entre os grupos A
e B. Em relacdo a avaliacdo histolégica da bexiga, ndo se observou diferenca
histologica entre os grupos A e B. Também néo se evidenciou diferenca entre
0s grupos em relacdo a bexiga normal. Pela bioluminescéncia foi observada
maior intensidade de sinal na segunda aplicacdo de hCTDAs e a localizacao
das células foi identificada no local de aplicacdo e nos pulmdes. Os resultados
indicam que o transplante de hCTDAs em ratos com LRM pode ser associado a
uma melhora na retengéo / incontinéncia urinaria.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais. Medula espinhal.
Bioluminescéncia. Ratos. Miccéo. Paraplegia.
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ABSTRACT

The aim of this study was evaluate the regenerative capacity of spinal cord
injury in rats subjected to cell therapy with hADSCs. Spinal cord injuries (SCI)
were performed in rats by compressing the thoracolumbar region (Th8 - Th9)
with a catheter Forgaty n° 3 for five minutes. The cuff of the catheter was
inflated using 80 pL of saline solution. The animals were separated in two
groups of 12 individuals each: group A, control group received only culture
medium; group B were transplanted with hADSC. The intravenously transplant
was performed on the seventh day and fourteenth day after SCI and 1,2x10°
cells were injected via puncture of the tail vein. The locomotor activity of the
animals was evaluated using a BBB scale developed by Basso et al, 1995. .
Locomotor activity after spinal cord contusion was analyzed on open field every
15 days during the 90 days, with total of 6 reviews. After three months of injury,
the animals were euthanized, the spinal cord and the bladder were removed
and performed histological staining with HE and TM. There were no changes in
scores both groups A and B (score 0 in BBB scale, no movement of the lower
limbs). It was observed clinical improvement in urinary bladder function in group
B, and 83.33% of the animals showed no retention/incontinence, on average, 8
days after the second application of stem cells. Histological analysis of the
spinal cord showed no significant difference between groups A and B.
Regarding the histological evaluation of the bladder, there was no histological
difference between groups A and B. It was not observed significative difference
between the groups in comparison to normal bladder. It was performed in two
animals, qualitative evaluation by bioluminescence, with the goal of identifying
the location and intensity of hADSC after applications in vivo. Was higher
intensity signal at the second location and applying hADSC cells was identified
application site and lungs. These results indicate that the transplant of hADSC
in rats with SCI may be associated with an improvement in urinary
retention/incontinence.

Keywords: Mesenchymal Stem cell. Spinal cord. Bioluminescence. Rats.
Micturition. Paraplegia.

3.1 INTRODUCAO

Capaz de gerar incapacidade permanente, o trauma raguimedular, em
muitos casos, € motivo de eutanasia para caes e gatos que se encontram nesta
condicao patoldgica.

Os estudos que envolvem lesdao medular experimental sdo fundamentais
para a compreensdo dos mecanismos primarios e secundarios de lesao
tecidual decorrentes do trauma raquimedular (Meyer et al., 2003).

A técnica de compressdo medular em cachorros por implantagdo de um

baldo inflavel no espaco extradural foi desenvolvida por Tarlov et al., (1953) e o
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desenvolvimento de baldes inflaveis menores tornou possivel o estudo em
animais de laborat6rio (Rivlin e Tator, 1978).

Tratamento clinico com farmacos neuroprotetores, tratamento cirdrgico
para descompressdo do tecido medular afetado e tratamentos alternativos,
como acupuntura e fisioterapia, séo as opgdes disponiveis no momento.

Uma alternativa promissora no tratamento regenerativo da medula
espinhal lesionada sdo os transplantes celulares, como a utilizacao de células-
tronco mesenquimais (CTMs) (Meirelles et al., 2006). As CTMs sao
encontradas no estroma de varios 6rgaos, e também sdo denominadas como
células-tronco estromais ou células progenitoras mesodérmicas. Podem ser
obtidas a partir de vérios tecidos como a polpa dentaria, o tecido adiposo,
tenddo, sangue de corddo umbilical, placenta, dentre outros (Soares et al.,
2006). Possuem a capacidade de se diferenciar e produzir qualquer tipo celular
necessario num processo de reparagdo, como osteoblastos, condroblastos,
hepatdcitos, neurdnios, células epiteliais, renais, cardiacas, dentre outras
(Pittenger et al., 1999).

Estudos utilizando CTMs do tecido adiposo humano mostram que hé
uma capacidade proliferativa e de diferenciacdo adequada destas células e que
elas tém um potencial de proliferacdo superior ao das células extraidas da
medula 6ssea (Lee et al., 2004; Kima et al., 2007).

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de regeneragcdo das
lesbes raquimedulares em ratos submetidos a terapia celular com hCTDAs,

injetadas por via intravenosa.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Animais

Os experimentos foram realizados seguindo as normas e principios
eticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, tendo sido aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Pontificia Universidade
Catolica do Parana (Protocolo n® 637) (Anexo A).

Foram utilizados 26 ratos Wistar, fémeas adultas jovens, com média de

30 semanas de idade e peso variando de 250 a 300g. Foram alojados 3
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animais em gaiolas de polipropileno, mantidas no Biotério da Pontificia
Universidade Catdlica do Parand, sob temperatura constante (21° + 5° C),
umidade (70 + 10%) e luminosidade 12 horas, com acesso livre para agua e
racao comercial para ratos.

Os ratos foram randomizados, identificados um a um e divididos
aleatoriamente em dois grupos: Grupo A: 12 animais receberam dois
transplantes de placebo, um com sete dias pds-trauma e outro 14 dias pos-
trauma (grupo controle negativo). Grupo B: 12 animais receberam dois
transplantes nos mesmos periodos pés-trauma, com células tronco derivadas
de tecido adiposo humano (hCTDAs). Foram utilizados 2 animais para
avaliacdo das CTDAs in vivo. Estes foram submetidos ao mesmo trauma, e
receberam 2 transplantes de CTDAs, um com sete dias pds-trauma e outro

com 14 dias pés-trauma.

3.2.2 Inducao do Trauma Raquimedular

Os animais receberam analgesia e anestesia com cetamina
(70mg/Kg/IM), xilazina (10mg/kg) e atropina (0,05mg/kg intra peritoneal). A
manutencdo anestésica foi realizada com isofluorano em circuito anestésico
com oxigénio 100%. Foi realizada antibioticoterapia com enrofloxacina
(10mg/Kg) por via intramuscular por 3 dias. Para minimizar o edema pulmonar
neurogénico decorrente da leséo, foram feitas duas aplicacdes de furosemida
(4mg/kg), sendo uma pré-operatoéria e outra no pés-operatorio imediato.

ApoOs a tricotomia ampla do dorso e antissepsia da pele com solucéo de
iodopovidona, uma incisdo de 5 cm foi efetuada na linha média dorsal, tendo
como referéncia os processos espinhosos da oitava vértebra toracica (T8) a
primeira vértebra lombar (L1). O tecido subcutaneo foi incisado, seguido do
afastamento subperiostal da musculatura paravertebral, com uso de lamina de
bisturi n.° 11.

A nona e a décima vértebras toracicas (T9 e T10) foram identificadas por
meio da contagem dos arcos costais e realizada laminectomia das vértebras
toracicas dez (T10) e onze (T11) com alicate de inox. A duramater foi mantida
integra e a medula espinhal exposta e avaliada sob magnificacdo para

comprovar integridade apés a remocéao do arco dorsal.
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662 Para promover a lesao raquimedular compressiva, um cateter de Fogarty
663 n°3 foi introduzido no espacgo epidural e conduzido, cranialmente, até o
664 segmento medular T8-T9. O cuff do cateter foi insuflado com 80 uL de solugéo
665 salina e mantido desta forma por cinco minutos, realizando a compressao
666 raquimedular (Figura 1).

667 ApoOs esvaziamento do cuff o cateter foi removido, seguindo-se a
668 aproximacdo da musculatura e tecido subcutaneo em planos anatdémicos com
669 fio vicryl 4-0, em padréo simples continuo e dermorrafia com mononailon 3-0,
670 em padréo colchoeiro horizontal continuo.

671 Os animais foram avaliados 24 horas apds o procedimento para
672 observar a presenca da paraplegia. Foram incluidos no experimento somente

673 0s animais com manifestacfes simétricas de paraplegia.

674 Apdés a cirurgia, 0s animais receberam analgesia com morfina
675 (5mg/Kg/SC), a cada 4 horas, por 3 dias.
676

677 FIGURA 1. Inducdo do trauma raquimedular. Laminectomia dorsal em rato
678  Wistar e exposicao raquimedular (A). Posicionamento do cateter de Fogarty n°
679 3 (B). Cateter de Fogarty inflado (C).

680  3.2.3 Cultivo de Células-tronco derivadas do Tecido Adiposo Humano

681

682 O tecido adiposo foi obtido de doadores que foram submetidos a cirurgia
683  Dbariatrica e dermolipectomia. Cerca de 100 mL de tecido adiposo (TA) foram
684  processados. Todas as amostras foram coletadas apos o preenchimento do termo
685 de consentimento, que foi enviado ao Comité de Etica da Pontificia Universidade
686  Catdlica do Parana protocolo n® 04260412.0.0000.0100 (Anexo B).
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Células-tronco derivadas deste tecido adiposo (CTDAs) foram isoladas
utiizando o método de digestdo enzimatica. Brevemente, 100 mL de tecido
adiposo foram lavados com solucéio salina fosfatada (PBS - Gibco™ Invitrogen,
NY, USA) e a digestdo foi feita com 1 mg/mL de colagenase tipo | (- Gibco™
Invitrogen, NY, USA) durante 30 minutos a 37°C sob constante agitacao, seguido
por filtracdo utilizando filtros de 100 e 40 pm (BD FALCON ™, BD Biosciences
Discovery Labware, Bedford, USA). A suspensao celular foi centrifugada a 800g
por 10 minutos e os eritrocitos contaminantes foram removidos apos a lise com
um tampéo pH 7,3.

As células foram lavadas e cultivadas numa densidade de 1x10°
células/cm?® em frascos de cultura de T75 (TPP, Trasadingen, Switzerland) em
meio DMEM-F12 (Gibco™ Invitrogen, NY, USA) suplementado com 10% de soro
bovino fetal (SBF) (Gibco™ Invitrogen, NY, USA), penicilina (100 unidades/mL) e
estreptomicina (Gibco™ Invitrogen, NY, USA) (100 pg/mL). O meio foi trocado
dois dias ap6s o plagueamento inicial. O meio de cultura foi substituido duas
vezes por semana. Quando as culturas alcancaram cerca de 80%-90% de
confluéncia, as células foram dissociadas utilizando 0,25% de tripsina/EDTA
(Gibco™ Invitrogen, NY, USA) e replaqueadas (passagem 1).

3.2.4 Viabilidade e Caracterizacdo das CTDAs

A viabilidade celular foi avaliada utilizando o corante vital Azul de Tripan
(Sigma Aldrich, USA), o qual cora as células mortas em azul. Para esta
avaliacao foi adicionado 10 pL de Azul de Tripan e 50 pL de CTDAs. Em
seguida foi feita homogeneizacdo e colocado 10 pL em uma Camara de
Newbauer. Foram avaliados cinco quadrantes na camara, onde é feita
proporcao de células coradas em azul e ndo coradas, sendo que as células-
tronco coradas sao consideradas inviaveis. Para o primeiro transplante obteve-
se uma viabilidade média de 97,5%. Para o segundo transplante obteve-se
uma viabilidade média de 98,7%. Foram utilizadas CTDAs entre a terceira e
quarta passagens, e a caracterizacdo foi realizada pelo mesmo grupo de

pesquisa, conforme descrito por Rebelatto et al. (2008).
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3.2.5 Transplante de Células-Tronco Mesenquimais na Veia da Cauda dos
Ratos

As CTDAs foram transplantadas por meio de puncdo da veia da cauda
dos ratos previamente anestesiados de acordo com protocolo descrito. Foi
realizada injeco intravenosa de 1,2 x 10° células, diluidas em 50 pl de meio de
cultura, utilizando-se seringa de Hamilton. A aplicacao foi feita de forma lenta, e
apos aplicacéo de todo o volume, a agulha foi mantida no vaso por 1 minuto,
para evitar o refluxo do contetido injetado (Figura 2). Ratos controle receberam
apenas 50 ul do meio de cultura. Foram realizadas duas aplicagbes, sendo a
primeira 7 dias apos a lesdo, e a segunda 14 dias apds a lesdo. Ao final do
periodo de 90 dias apds a infusdo, a medula e suas meninges foram removidas

e fixadas para andlise por histologia.

FIGURA 2. Transplante de CTDAs na veia da cauda de rato Wistar. (A)

Seringa de Hamilton utilizada para o transplante. (B) Momento do transplante

intravenoso de CTDASs.

3.2.6 Analise Neuromuscular dos Membros Pélvicos

Os animais foram avaliados quanto a recuperacdo de movimentos, por
meio de testes fisicos, segundo Kuhn e Wrathall (1998), com modificacdes
(Anexo C). Este protocolo atribui pontuacbes de acordo com o grau de
movimento realizado pelo animal em resposta a algum estimulo. Desta forma,

foram realizados testes de:
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v' coordenacgdo motora em campo aberto, que avalia suporte de peso,
flexdo do quadril;

v extensao reflexa dos digitos quando o animal é seguro pela cauda;

v’ retirada reflexa dos membros pélvicos em direcdo ao corpo apds
extensdo manual;

v’ retirada reflexa dos membros em direcdo ao corpo apods estimulo
doloroso (picada de agulha);

v reflexo para pronar, que avalia tempo de retorno a posicdo inicial
apos o animal ser colocado em decubito dorsal em superficie lisa;

v reflexo de agarrar barra com os digitos apds toque de barra de

pequeno diametro nos membros pélvicos.

O somatério das pontuacdes dos ratos de cada tratamento foi
comparado entre 0s tratamentos e entre o tempo de recuperacdo pos-
transplante. Também foram avaliados por meio da avaliacédo funcional segundo
Basso, Beatie and Bresnahan (escala BBB) (Anexo D). As avaliacGes
neuromusculares apds contusdo da medula espinhal foram realizadas pelo
mesmo avaliador, ndo cego, em campo aberto a cada 15 dias, durante os 90

dias, num total de 6 avaliacdes.

3.2.7 Avaliacéo Pos-transplante das CTDAS in vivo

Foram utilizados dois animais, submetidos & LRM, e realizados 2
transplantes, sendo o primeiro 7 dias e o segundo 14 dias apds a lesao, para o
rastreamento in vivo das células pés-transplante, com o auxilio do sistema de
imagem IVIS Lumina Il (Caliper LifeSciences, Hopkinton, MA, USA) (Figura 3)
no qual as células podem ser observadas por bioluminescéncia e quantificadas.
O IVIS Lumina é composto por uma camara interligada ao software Living
Image, onde sdo obtidas as imagens de bioluminescéncia. Esta camara
também esta interligada a um circuito anestésico e de oxigénio. As células 293
foram transfectadas com os vetores pMD2.G, pCMV_dr8.91 e
PMSCV_Luc2_T2A utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen 11668-027) e
foram mantidas durante 3 dias em cultura. O sobrenadante contendo as

particulas virais foi coletado, filtrado com filtro de 0,22 um e ultracentrifugado
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por 28000 rpm por 1 hora e 30 minutos. Os pellets foram ressuspendidos em
PBS/BSA 1%, distribuido em aliquotas de 40puL e estocado a -80°C. As CTDAs
foram transduzidas com o sobrenadante contendo as particulas virais e
10pg/ul de Brometo de Hexadimetrina (Polibreno, Sigma H9268). O meio
utilizado para a transducdo das células foi trocado a cada 24 horas durante 3
dias. Apés este periodo, foi adicionado as células a puromicina (Sigma —
P9620), para selecédo das células, em uma concentracdo final de 10Mm. Apés
o transplante das hCTDAs marcadas, 0s animais receberam via intra
peritoneal, 150mg/kg de Luciferina (substrato da luciferase). Quando a
luciferina atinge as hCTDAs marcadas as enzimas luciferases catalisam a
oxidacdo da luciferina, liberando luz, que é detectada pelo equipamento IVIS
Luimina, revelando a localizacdo e intensidade das hCTDAs marcadas. Os

resultados das imagens foram avaliados utilizado o software Living Image.

FIGURA 3. Equipamento IVIS Lumina (Caliper LifeSciences, Hopkinton, MA,
USA) utilizado para avaliagdo pos-transplante das CTDASs in vivo por meio de

bioluminescéncia.
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3.2.8 Avaliacdo do Padréo Miccional

A bexiga dos ratos foi esvaziada manualmente 4 vezes ao dia. Foi

avaliada a presenca de hematuria, retencdo ou incontinéncia urinaria.

3.2.9 Eutanésia dos Animais e Colheita de Material para Histologia

No 90.° dia pés-trauma, os 24 animais foram submetidos a eutanasia.
Os 2 animais utilizados para avaliacao in vivo foram eutanasiados 26 dias apos
0 primeiro transplante. Os animais foram anestesiados com cetamina
(70mg/Kg) e xilazina (10mg/Kg) e mantidos com isofluorano em circuito
anestésico com oxigénio 100%. Imediatamente apo6s identificacdo de
aprofundamento do plano anestésico e parada céardio-respiratoria, foi feita a
canulacdo do apice do ventriculo esquerdo com agulha fina e pequena incisdo
na auricula direita, sendo conectado o sistema de infusdo a agulha e infundido
o volume de 150 ml de solucdo salina isotbnica seguida de 350 ml de
paraformaldeido a 4% gelado. Ao final da infuséo foram coletados o segmento
medular lesionado e a bexiga dos animais dos grupos A e B.

3.2.10 Anélise Histoldgica

Apés a eutanasia dos animais dos grupos A e B, a medula e a bexiga
foram removidas, formalizadas e emblocadas em parafina. Os cortes tém
aproximadamente 4-5 micrébmetros de espessura e foram cortados no criostato.
Foi utilizada a coloracdo HE para medula e bexiga, e TM apenas para a bexiga.

ApoGs a digitalizagdo das laminas, foi avaliado o perimetro da medula
com Software DP2-BSW OLYMPUS.

Com relagdo a bexiga, foram realizados dois cortes histolégicos, um do
apice e outro do corpo. Estes cortes foram digitalizados, sendo padronizadas
quatro areas de cada regido, para mensuracdo da espessura da parede
vesical. Desta forma obteve-se oito medidas representativas da bexiga de cada
animal. Para mensuracédo da espessura foi utilizado o Software IMAGE PRO-
PLUS.

Aléem da avaliacdo da espessura das bexigas, foi realizada avaliacéo
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qualitativa, utilizando como critérios a inflamacdo e a hemorragia para a
coloragdo HE, e deposicdo de colageno para a coloracdo TM. Os parametros
utilizados para inflamacédo e hemorragia foram: Presente e ausente. Para a

deposicao de colageno foram: Leve, moderado e intenso.

3.2.11 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos nos testes neuromusculares foram avaliados na
forma de presenca ou auséncia de cada item (Anexo C e D).

Para a avaliacdo do padrdo miccional, foi utilizado o teste Qui-quadrado.
Um valor p<0,05 foi considerado significativo.

O resultado obtido pela marcacdo das células-tronco com o aparelho
IVIS Lumina foi avaliado e apresentado sob a forma de estatistica descritiva.

Os parametros histopatoldgicos referentes as avaliagbes da medula e
bexiga foram submetidos a analise estatistica através do Teste t de Student,
presumindo duas variancias diferentes. Um valor p <0,05 foi considerado
significativo.

Na avaliacdo qualitativa da histologia de bexiga foi utilizado o teste Qui-
quadrado. Um valor p<0,05 para as variaveis inflamacdo, hemorragia e

colageno, foram considerados significativos.

3.3RESULTADOS

3.3.1 Mortalidade

Neste estudo evidenciou-se uma taxa de mortalidade de

aproximadamente 42,5%, sendo as principais causas o edema pulmonar

neurogéncio 30% (n=7) (Figura 4) e a reten¢do urinaria 12,5% (n=3).
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FIGURA 4. Rato Wistar com edema pulmonar neurogénico apos lesdo medular
por compressdo. (A) Aspecto macroscopico do pulmdo apresentando
congestdo, edema e hemorragia (seta amarela). (B) Presenca de epistaxe e

hemoptise (seta vermelha).

vy
vy

3.3.2 Analise Neuromuscular dos Membros Pélvicos

Foram incluidos no estudo apenas animais com paraplegia bilateral,
apos o trauma raquimedular. Nas seis avaliacdes realizadas nao houve
mudancgas nas pontuagdes para os grupos A e B (escore 0 na escala BBB) e
nos testes fisicos, segundo Kuhn e Wrathall, (1998) (pontuacao 0), ndo sendo

evidenciado nenhum movimento dos membros pélvicos nestes grupos.

3.3.3 Avaliacao Pds-transplante das CTDAS in vivo

A avaliacdo pos-transplante foi realizada em 2 animais. Em um animal
foram realizadas cinco avaliagdes, sendo a primeira no dia do primeiro
transplante (D1), 24 horas apGs o primeiro transplante (D2), no dia do segundo
transplante (D7), 24 horas apdés o segundo transplante (D8) e no dia da
eutanasia (D26) (Tabela 1). A intensidade do sinal foi maior nos momentos D7
e D8 (Grafico 1). Observou-se que as células permaneceram no local da
aplicacao (Figura 5) e também que as células migraram para a regidao dos
pulmbes (Figura 6). No segundo animal, somente uma avaliagao foi realizada

(D1), pois o animal evoluiu para ébito.
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TABELA 1. Demonstragdo do Fluxo total em fotons/segundo nos dias das
aplicagcbes das CTDAs marcadas. O Fluxo total se refere a quantidade de
895  bioluminescéncia emitida no momento da avaliacéo.

Dia da Avaliacdo Fluxo total [fétons/segundo] NUmero do animal
D1 3,52E+05 1
D2 4,64E+06 1
D7 8,88E+07 1
D8 5,61E+07 1
D26 5,56E+06 1
D1 5,13E+08 2
896
897
898 GRAFICO 1. Demonstracdo do Fluxo total em fétons/segundo do sinal de
899

bioluminescéncia. Nota-se um aumento de sinal na segunda aplicagdo, que
900 corresponde aos dias 7 e 8.

Rato 1
9.00E+07 W/\
8.00E+07 -
7.00E+07 -
6.00E+07 -
>008407 - N B Consequndo
4.00E+07
3.00E+07 - .
2.00E+07 .
1.00E+07 - .
0.00E+00 .
Dia 26
901
902
903
904
905
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FIGURA 5. Rastreamento da distribuicdo das CTDAs injetadas no animal 1.
Imagens do rato 1, nos 5 dias de avaliagdo. Observa-se maior sinal de

bioluminescéncia nos dias 7 e 8, de acordo com a barra colorimétrica a direita

das imagens.

9
£
6
5
4
H

Radiance
(plsecioms?)

Color Scale
Min = 2.25e4
Max =1.12e7

FIGURA 6. Rastreamento da distribuicdo das CTDAs injetadas no animal 1.

Animal 1, no dia 1. Observa-se a presenca de CTDAs marcadas nos pulmdes.

As imagens in vivo demonstraram que as CTDAs transplantadas pela
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veia caudal se acumularam no local da injecéo e nos pulmdes, e nenhum sinal
foi observado no local da lesdo. Apds eutanésia do animal 1, o segmento
medular lesionado foi coletado, colocado em uma placa, adicionado o
substrado Luciferina e em seguida avaliado no equipamento IVIS Lumina. Nao
foi observado a presenca de CTDAs marcadas pela Luciferase no local da LRM
(Figura 7).

FIGURA 7. Rastreamento da distribuicdo das CTDAs injetadas no animal 1
apos eutandsia. Imagem do segmento medular lesionado adicionado ao

substrado Luciferina e avaliado no equipamento IVIS Lumina. N&o foi

observada a presenca de CTDAs marcadas pela Luciferase no local da LRM.

A\

3.3.4 Avaliacéo do Padrao Miccional

Apos a inducdo do trauma medular, 100% dos animais manifestaram
retencdo urinaria, sendo observado hemataria macroscépica em 92% (n=22).
Em 12,5% dos ratos operados (n=3), foi evidenciada retenc&o nao responsiva a
massagem vesical, sugerindo um quadro de obstrucao uretral. Apos tentativa
de esvaziamento vesical por cistocentese, 0s animais evoluiram para 6bito.

O débito urinario ndo foi mensurado, porém notou-se que parte dos
animais evoluiu para esvaziamento espontadneo da bexiga, uma vez que a
bexiga encontrava-se vazia no momento das massagens vesicais. Esta

particularidade foi evidenciada em 83% (n=10) dos animais do grupo B, em
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média 8 dias apo0s a segunda aplicacdo de células tronco. Somente 17% (n=2)
dos animais do Grupo A apresentaram esvaziamento espontaneo vesical. Por
meio da avaliacdo estatistica Qui quadrado € possivel afirmar que os animais
do grupo B apresentaram um retorno de miccdo diferente e superior
comparativamente ao grupo A (p = 0,01). Os demais animais de ambos o0s
grupos apresentaram incontinéncia paradoxal, sendo necessario esvaziamento

vesical durante todo o periodo do estudo.
3.3.5 Analise Histoldgica

Os segmentos da medula mensurados em micrébmetros (um) foram
analisados e ndo foi observada diferenca estatisticamente significante entre as
médias dos Grupos A (753,43 um) e B (794,31 um) p= 0,77. A analise
histolégica de ambos demonstrou espacamentos em substancia branca,
compativeis com areas de necrose (Figura 9). Quando a medula dos 24
animais operados foi comparada a medida da medula normal, notou-se

diferenca estatistica entre estes segmentos (A p= 0,00; B p = 0,00) (Figura 8).

FIGURA 8- Cortes histoldgicos utilizados para mensurar o perimetro da
medula. Imagem de uma medula normal e sua respectiva medida (em

vermelho) (A). Imagem de uma medula de um animal do grupo B e sua

respectiva medida (em vermelho) (B). (Coloragdo H.E. Aumento 40x).
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FIGURA 9- Aspecto histolégico do corte transversal de medula espinhal normal
(1). Grupo A (2) e Grupo B (3) apresentando espacamentos na substancia

branca (setas) compativeis com area de necrose. (Coloracdo H.E. Aumento
200x).

Com relacéo aos cortes vesicais, as médias das oito medidas obtidas
em cada lamina foram avaliadas e comparadas, ndo sendo observada
diferenca estatistica entre os grupos A e B (p = 0,55). Quando a bexiga dos 24
animais operados foi comparada a medida da bexiga normal, ndo se notou
diferenca estatistica entre estes cortes A (p= 0,03); B (p = 0,01). Na avaliacéo
gualitativa das bexigas, também nédo se observou diferenca entre os grupos A e
B, com o corte histolégico de uma bexiga normal (Figura 10), e na avaliacédo
estatistica ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos A e B para
as variaveis inflamacdo (p=1,00), hemorragia (p=1,00) e colageno (p=0,45)
(Tabela 2).
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973 FIGURA 10 — Corte histologico de bexiga normal (1), grupo A (2) e grupo B (3).
974  Aspecto histologico de cortes transversais de bexiga exibindo aspectos de
975 normalidade (Coloracdo TM. Aumento 100x).

976
977 TABELA 2 — Avaliacao histologica qualitativa da bexiga dos grupos A e B. Na
978 coloracao HE foi avaliada inflamacéo e hemorragia. Na coloracdo TM avaliou-

979  se fibras colagenas.

980
GRUPO A GRUPO B
HE ™ HE ™
RATO INFLAMACAO HEMORRAGIA COLAGENO | RATO INFLAMACAO HEMORRAGIA COLAGENO

1 0 0 2 1 0 0 2
2 0 0 1 2 0 0 2
3 0 0 1 3 0 0 1
4 0 0 2 4 0 0 1
5 0 0 1 5 0 0 1
6 0 0 1 6 0 0 1
7 0 0 1 7 0 0 1
8 0 0 1 8 0 0 1
9 0 0 1 9 0 0 1
10 0 0 1 10 0 0 1
11 0 0 2 11 0 0 2
12 0 0 1 12 0 0 1

981 ~HE: PRESENTE (1); AUSENTE (0). TM: LEVE (1); MODERADO(2); INTENSO(3).

982

983

984

985

986

987
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3.4 DISCUSSAO

Para produzir lesdo medular experimental em ratos, diversos métodos
podem ser utilizados, dentre eles a impactacao por peso (New York University
(NYU) Spinal Cord Contusion system — IMPACTOR) (Meyer et al., 2003). Ha
outros meétodos como a transec¢do ou hemiseccdo da medula (Nakae et al.,
2011) e o modelo escolhido para este experimento, que consiste na
compressdo da medula, apos laminectomia, por meio de um cateter Fogarty n°
3. Tarlov et al., (1953), introduziram a técnica de compressdo medular em
cachorros por implantacdo de um baldo inflavel no espaco extradural. O
desenvolvimento de balBes inflaveis menores tornou possivel estudar animais
de laboratério (Rivlin e Tator, 1978). Leal Filho et al. (2005) e Sedy et al. (2009),
utilizaram o modelo experimental com cateter mais fino, menor insuflagdo do
baldo e menor tempo de compressdo, para avaliar edema pulmonar
neurogénico em ratos. Neste estudo, 0 método de compressdo com cateter de
Fogarty n° 3 inflado com 80 yL e mantido por 5 minutos, foi eficiente para
produzir lesdo medular e paraplegia bilateral em ratos, pois ndo foram
verificadas variagbes motoras e 0 quadro ap0s recuperacdo anestésica (escala
BBB 0) foi mantido até o dia da eutanasia.

Villanova et al. (no prelo) realizaram compressdo medular por meio do
cateter de Fogarty n°® 3, com 50 pL e 80 pL, durante 5 minutos. Os autores
concluiram que a compressao de 80uL para insuflar o baldo do cateter foi mais
eficiente, apesar da maior porcentagem de mortalidade, pois resultou em
paraplegia em todos os animais e ndo houve melhora espontanea progressiva.

Ratos sdo uma boa alternativa, segundo a literatura, em razdo das
caracteristicas patolégicas da sua medula espinhal, e estudos utilizando a
técnica do impacto, afirmam que o rato € uma espécie valida para o estudo
experimental da lesédo medular (Black et al., 1986).

A principal causa de mortalidade trans-operatoria encontrada neste
experimento foi o edema pulmonar. Segundo Leal filho et al. (2005a), em
pacientes com lesdes na medula espinhal, as complica¢cdes respiratorias ainda
sao um cofator importante de morbidade e mortalidade. O edema pulmonar
neurogénico € caracterizado como um edema pulmonar agudo, rico em

proteinas e que ocorre logo apés a lesdo medular. No entanto, a incidéncia,
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fisiopatologia e significancia clinica permanecem obscuras (Schwarz et al.,
1997). O desenvolvimento de edema pulmonar neurogénico parece basear-se
na hiperatividade do sistema simpatico, por meio de uma grave descarga
simpatica, também chamada de tempestade de catecolaminas (Dragosavac et
al., 1997; Fontes et al., 2003; Leal Filho et al., 2005a; Leal Filho et al., 2005b).

Observou-se que animais mais jovens, com cerca de 20 semanas de
vida, sofriam de edema pulmonar com maior frequéncia do que os mais velhos,
com 30 semanas em média. Ndo se constatou em literatura nenhuma citacao
sobre a idade dos animais relacionada & maior incidéncia de edema pulmonar
neurogénico. Uma condicdo que pode estar relacionada a esta observacao € a
imaturidade pulmonar e o menor diametro do canal medular dos animais mais
jovens. O suporte respiratério € um importante ponto terapéutico no edema
pulmonar neurogénico (Leal Filho et al.,, 2005b), sendo por isso todos 0s
animais do presente estudo mantidos em oxigenioterapia no trans e pos-
operatorio imediato.

Com relacéo a utilizacdo das CTDAs, no presente estudo optou-se pela
aplicacéo intravenosa. Segundo Barbash et al. (2003), a via intravenosa €, sem
davida, a menos invasiva. Embora seja considerada uma via facil e segura, a
captura das células transplantadas em outros 6rgdos e a exposicdo a uma
reacao imune limita sua utilidade clinica, além de existir uma preocupacdo em
relacdo a sua eficacia. Porém, Mahmood et al. (2003) realizaram aplicacdo de
CTMs na veia da cauda de ratos com trauma cerebral e observaram melhora
significativa nos resultados funcionais, constatando também a migracdo das
células, preferencialmente localizadas ao redor do local da lesdo. Outra
observacdo importante acerca do local do transplante foi feita por Beck et al.
(2010), ao relatar que a presenca de células fagociticas no local da lesdo
sugere que o epicentro pode nado ser um local com ambiente favoravel para a
sobrevivéncia das células tronco. Consideramos a via intravenosa menos
invasiva e de facil utilizacéo, evitando o sitio inflamatorio instalado na regido da
medula lesionada e disponibilizando um maior volume de células
transplantadas para migrarem para este local. Ainda é relevante ressaltar que
esta via de aplicacdo né&o foi explorada na terapia celular em trauma medular,

justificando a necessidade de novas pesquisas.
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A ocorréncia de distarbio miccional associado ao trauma medular € bem
documentada na literatura (Forner, 2011) e pode-se notar que todos os animais
do presente estudo apresentaram retencéo urinaria pos-lesdo. O esvaziamento
incompleto e a progressiva diminuicdo da complacéncia da parede da bexiga
sdo os principais fatores de infec¢do do trato urinario em pacientes com leséo
medular. A estase urinaria atua como um meio para o crescimento bacteriano e
hipertrofia detrusora, com consequente deposicdo de colageno entre suas
fibras (Landau et al., 1994), comprometendo a complacéncia vesical. A baixa
complacéncia da parede da bexiga também predispde para infeccdo do trato
urinario superior (pielonefrite) e urosepse, ao criar estase que afeta todo o trato
urinario (Gray, 2006).

Para evitar tais complicacées, os animais foram submetidos a quatro
massagens vesicais diarias. Porém, em 12,5% dos ratos (trés animais) foi
evidenciada retencdo ndo responsiva a massagem vesical. Nos animais que
nao responderam ao estimulo manual para esvaziamento vesical, optamos
pela realizacdo da cistocentese. Apds tentativa de esvaziamento vesical por
cistocentese, 0s animais evoluiram para 6bito, sendo que este método
demonstrou ndo ser uma alternativa segura na presenca de hiperdistensao
vesical.

E esperado que a quantidade total de colageno aumente durante o
processo de hipertrofia detrusora e retencdo que acompanha os quadros de
bexiga neurogénica, caracterizando bexigas fibréticas e pouco complacentes.
Porém, Uvelius e Mattiasson (1984) nao relataram diferencas na quantidade de
colageno da bexiga de ratos apds diferentes periodos de desnervacao vesical.
Semelhante ao nosso estudo, ndo observamos diferencas significativas entre a
quantidade de colageno da bexiga dos animais de ambos os grupos. Com
relacdo a hipertrofia, as médias das oito medidas obtidas em cada lamina
foram avaliadas e comparadas, ndo sendo observada diferenca estatistica
entre 0os grupos A e B. Quando a bexiga dos 24 animais operados foi
comparada a medida da bexiga normal, ndo houve diferenca estatistica entre
estes cortes. O baixo indice de alteracdes histoldégicas na bexiga dos ratos
pode ser atribuido as constantes massagens para esvaziamento vesical e
consequente baixo volume residual, contribuindo para o menor indice de

infeccdo, hipertrofia e fibrose. Entretanto, estudos urodinamicos e culturas de
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urina poderiam esclarecer com maior embasamento os achados aqui descritos.

Notou-se ainda que parte dos animais evoluiu para esvaziamento vesical
espontaneo, uma vez que a bexiga encontrava-se vazia no momento das
massagens vesicais. Esta particularidade foi evidenciada em 83% dos animais
do grupo B, em média 8 dias apds a segunda aplicacdo de células-tronco,
enquanto que somente 17% dos animais do Grupo A apresentaram
esvaziamento vesical espontaneo. Os demais animais de ambos 0s grupos
apresentaram incontinéncia paradoxal, sendo necessario esvaziamento vesical
durante todo o periodo do estudo. Estes resultados indicam que o transplante
de hCTDAs em ratos com LRM pode ser associado a uma melhora na retencao
/ incontinéncia urinaria. Entretanto, ndo foram encontrados na literatura estudos
qgue comprovem a eficacia das células tronco na recuperacdo do reflexo
miccional. E possivel que este efeito esteja relacionado ao fato das CTMs
secretarem uma variedade de citocinas e fatores de crescimento que possuem
atividade tanto paracrina como autocrina. Acredita-se que essa propriedade
seja de fundamental importancia para a explicacdo dos efeitos terapéuticos
observados com essas células. Esses fatores secretados pelas CTMs exercem
acdo antiapoptotica, pré-angiogénica e efeito reparador endégeno (Gnecchi et
al., 2008). Além disso, a isquemia aumenta a producéo de diversos fatores, tais
como fator de crescimento vascular endotelial, fator de crescimento de
fibroblasto basico, fator de crescimento dos hepatdécitos, fator de crescimento
insulina-like e adrenomedulina (Yon et al., 2005; Nagaya et al., 2005).

Além do efeito das CTMs, a recuperacdo da funcao vesical relaciona-se
com a capacidade de reorganizacdo das vias medulares e a neuroplasticidade
mediada por fatores de crescimento. Forner (2011) relata que a recuperacao da
atividade reflexa da bexiga urinaria ap6s a lesdo medular depende da
reorganizacao das vias medulares e alteracdo nas propriedades dos neurdnios
eferentes parassimpaticos, simpaticos e soméaticos bem como das fibras
aferentes da bexiga urinaria.

Apesar da importante observacdo acerca da atividade miccional, no
presente estudo nao foi observada diferenca estatisticamente significante entre
0s grupos A e B guanto a histologia de medula. A andlise histologica de ambos

demonstrou espagamentos em substancia branca, compativeis com areas de
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necrose. Quando a medula dos 24 animais operados foi comparada a medida
da medula normal, notou-se diferenga estatistica entre estes segmentos.

Nas seis avaliagcbes neuromusculares realizadas ndo houve mudancas
nas pontuacdes para os grupos A e B (escore 0 na escala BBB), ndo sendo
evidenciado nenhum movimento dos membros pélvicos nestes grupos. Este
resultado, aliado aos encontrados na histologia da medula corroboram com 0s
estudos de Bresnahan et al., (1987), Behrmann et al., (1992) e Basso et al.,
(1995), que relacionam os achados motores aos histologicos, onde comprovam
que a porcentagem de tecido medular disponivel esta estreitamente ligada a
recuperagdo motora.

Prevalece entdo a evidéncia cientifica de que a aplicacdo local de
células-tronco pode apresentar um efeito terapéutico mais eficaz nas lesdes
medulares. Lee et al., 2007 aplicaram CTM de medula éssea de humanos em
ratos com LRM e observaram uma melhora funcional, de acordo com testes
comportamentais (BBB), testes eletrofisioldgicos e imunohistoquimica. Ryu et
al. (2012) transplantaram células tronco mesenquimais cranial e caudalmente
ao local da lesdo medular experimental em caes e observaram significante
melhora na locomocdo 8 semanas apdés a aplicacdo, além de relatarem
importantes indicios de regeneracdo neuronal e diminuicdo do tamanho da
lesdo na histologia. Estes autores ressaltam a necessidade de evitar o
epicentro da lesdo, conforme j& descrito por Beck et al. (2010) acerca da
dificuldade de sobrevivéncia das células transplantadas no local inflamado.

Em nosso estudo, a avaliacdo dos dois animais por meio da
bioluminescéncia permitiu observar que as células permaneceram no local da
aplicacdo e também migraram para os pulmdes. Barbash et al. (2003)
ressaltam que, na via intravenosa pode ocorrer o acimulo de CTMs no interior
dos 6rgdos que atuam como filtros, tais como pulméo, figado e baco. Estes
achados corroboram com os resultados obtidos por Harting et al. (2009), que
realizaram aplicagéo intravenosa de CTMs em animais que sofreram trauma
cranio encefalico experimental, e mais de 96% das células injetadas ficaram
presas no pulmdes e nao atingiram a circulagdo. O autor classificou esta
ocorréncia como um fenémeno designado por "efeito de primeira passagem
pulmonar”. Devine et al. (2003) avaliaram a distribuicdo das CTMs em outros

orgaos apos infusdo venosa. Esses autores marcaram as CTMs com uma
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proteina verde fluorescente e infundiram essas células em babuinos. As
células-tronco foram detectadas em diversos tecidos, como rim, pele, pulmao,
timo e figado, com nivel de fixacdo variando entre 0,1% e 2,7%. Wang et
al.(2012) realizaram transplante de CTMs na veia da cauda de ratos, e
observaram por meio de bioluminescéncia que as células permaneceram em
orgdos como pulméo, figado e baco, durante pelo menos sete dias apos o
transplante. Estes dados reforcam a teoria de que as CTMs participam da
reposicao celular em uma variedade de tecidos, preferencialmente em tecidos
que sofreram injuria. No presente estudo, em relagdo as células identificadas
no local da infusdo, € possivel que tenham extravasado do vaso no momento
da aplicacdo, permanecendo no tecido subcutaneo. Uma alternativa para evitar
esta ocorréncia em estudos futuros é a realizacdo de dissecacao do vaso por
meio de flebotomia para em seguida realizar a infusdo intravenosa.

A migracdo das células para os pulmdes também pode ser atribuida ao
efeito Homing, pois ap6és TRM o0s animais apresentavam severo edema
pulmonar neurogénico. Segundo Karp e Leng Teo (2009), Homing é definido
como a captura das células-tronco mesenquimais pela vasculatura de um
tecido, seguido de sua transmigracao através do endotélio. Embora esse
processo ainda ndo esteja totalmente esclarecido, muito se tem investigado a
respeito da mobilizacdo de células-tronco mesenquimais nativas e do homing
das células-tronco mesenquimais exogenas infundidas por diversas vias em

resposta a um insulto isquémico/inflamatério.

3.5 CONCLUSAO

A compressdo medular por meio do cateter Fogarty n° 3 inflado com 80ul
mostrou-se eficaz para produzir paraplegia em ratos wistar, e a principal
complicagdo observada neste estudo foi o0 edema pulmonar neurogénico.

Os dados desta pesquisa sugerem que o transplante de células-tronco
mesenquimais de tecido adiposo humano (hADSC) pode estar associado a
recuperacdo da continéncia urinaria em ratos submetidos ao trauma

raquimedular.
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CAPITULO 4

4 CONCLUSAO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de regeneracdo das
lesdes raquimedulares em ratos submetidos a terapia com células-tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano, por via intravenosa.

Observamos que 83,3% dos animais que receberam células-tronco
apresentaram recuperacdo na continéncia urinaria. Entretanto ndo houve
regeneracdo no local da lesdo, e consequente ganho na avaliacado
neuromuscular.

Para reforcar esta teoria, estudos relacionando o mesmo protocolo de leséo e
tratamento utilizados neste experimento podem ser associados a mensuracao
da producdo urinaria, por meio de estudos urodinamicos e cultura de urina.

A principal complicacdo no trans operatério foi o edema pulmonar
neurogénico. Para estudos futuros, uma proposta é avaliar a relacdo entre a
idade dos animais, diametro do canal medular e o edema pulmonar
neurogénico.

Uma proposta para disponibilizar células para o local da lesdo, além
daquelas que se depositam em 6rgdos como figado, baco e pulmdes, seria
aumentar o volume de células transplantadas. Em relacdo a permanéncia das
células no local da aplicacdo, sugerimos para estudos futuros a realizacdo de

flebotomia prévia ao transplante.
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ANEXO A

Pontificia Universidade Catdlica do Parana

Niclec de Bioética
Comité de Etica no Uso de Animais

Curitiba, 1 de setembro de 2011.

PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

REGISTRO DO PROJETO: 637 — 12 verséo

TiTULO DO PROJETO: Aplicacso intravenosa de células-tronco em ratos submetidos a lesio
raquimedular

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Alexandra Justino da Silva

EQUIFE DE PESQUISAS ¥-osa st - R L St —w:ﬂ?.._—-::-«.-;::«.:;.-:waa—

Alexandra Justino da Silva, Juliany Gomes Quitzan, José Villanova Jdnior, Paulo Slud Brofmann,
Cammen Licia Rebelato, Corine Fernandes Nascimento, Leticia Fracaro

INSTITUIGAC:

Pontificia Universidade Catélica do Parana

CENTRO/ CURSO:

CCAA i Mestrado em Ciéncia Animal

ESPECIE DE ANIMAL SEXO IDADE /PESO | CATEGORIA | QUANTIDADE
Ratos (Ratfus noryegicus) Machos 20 semanas D ) 39
250-270g 3

O colegiado do CEUA em re&ﬁiéo no dia 01/09/2G11, avaliou o projeto ¢ emite ¢ seguinte
parecer: APROVADO.

Eventuais modificacbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEUA-
PUCFPR de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificade e as suas
justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicbes, cabe ao pesquisador ndo
inicié-la antes de receber a autorizag8o formal para a sua realizaggo. O documento que auteriza ¢

U0 o

inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsavel da rnstituiga;c,; gmdqyg ser
mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este ’

£
tempo; s
& 3|
&
)

Q)

2
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ANEXO B

Plataforma Brasil - Ministério da Sadde

Paontificia Universidade Catolica do Parana - PUC/ PR

PROJETO DE PESQUISA
Titulo: APLICACAO INTRAVENOSA DE CELULAS-TRONCO EM RATOS SUBMETIDOS A LESAO

RAQUIMEDULAR
Area Tematica:
Pesquisador: ALEXANDRA JUSTINO DA SILVA Versao: 1
Instituigao: Pontificia Universidade Catdlica do Parana CAAE:04260412.0.0000.0100

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Namero do Parecer: 67981
Data da Relatoria: 01/08/2012

Apresentagio do Projeto:
Projeto em 1% versdo que objetiva avaliar a capacidade de regeneracio das lestes medulares em ratos
submetidos a terapia celular com células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano e a
interferéncia de corticoterapia no tratamento.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a capacidade de regeneracio das lestes medulares em ratos submetidos 3 terapia celular com células-
tronco de material adiposo humano.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Para o paciente humano doador ndo ha riscos e ou beneficios pois o matenal doado trata-se de descarte.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa apresenta todas as informacdes, metodologia e descricbes de procedimentos necessarios.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos de apresentagdo obrigatoria foram apresentados.

Recomendagoes:

Néo ha.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nao ha.

Situagéao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nio

53



ANEXO C

A) Escala motora: teste de coordenacao da funcdo motora.

0 — nenhum movimento com a pata traseira, ndo suporta o

peso do corpo sobre a mesma,;

1 — escassos movimentos percebidos na pata, ndo consegue
suportar o peso do corpo sobre a pata;

2 — frequiente e/ou vigoroso movimento em MMII, n&o suporta o peso;
3 — consegue suportar 0 peso sobre a pata traseira, podendo

dar um ou dois passos;

4 — suporta todo o peso do corpo, consegue dar passos consistentes
usando a porcéo distal da pata, flexdo do quadril mantida;

5 — caminha com leve déficit;

6 — caminha movimentando normalmente todas as articulagdes da pata traseira.

B) Extensédo dos dedos: reflexo de extensao dos dedos da
pata traseira quando o animal é levantado pelo rabo.

0 — nenhuma extensao;

1 — minima extensao, dedos flacidos;

2 — normal extenséo dos dedos;

3 — hiperextensédo com tremores dos dedos ou da pata.

C) Retirada em extenséo: reflexo de retirada da pata traseira
contra o corpo quando esta € manualmente estendida.

0 — sem flexdo de retirada, pata traseira flacida;

1 — fraco ou lento movimento contra o corpo;

2 —retirada normal da pata traseira contra o corpo;

3 — hiperflexdo da pata traseira com tremores da mesma.

D) Retirada contra dor: reflexo de retirar a pata em direcao
ao corpo em resposta a um estimulo aplicado na eminéncia
hipotenar da pata.

0 — nenhuma resposta da pata apertada;

1 — movimento abrupto da pata, mas sem retirar a pata traseira
contra o corpo;

2 — normal, rapida retirada da pata traseira contra o corpo;

3 — hiperflexdo da pata traseira, com tremores da mesma.

E) Resposta a ventralizacdo: € o reflexo no qual o animal se
endireita, voltando a sua posicao habitual, quando colocado
de costas numa superficie lisa.

0 — animal continua na posi¢ao supina;

1 — lento retorno a posi¢do prona, mais de 0,5 segundo;

2 — retorno médio a posicao prona;

3 —retorno rapido a posicao prona, em 0,5 segundo.

F) Ato de agarrar a barra com a pata traseira: reflexo de percepcéo,
em resposta ao contato da pata traseira com uma

barra de pequeno diametro.

0 — nédo responde ao toque da barra contra a pata;

1 — a pata traseira responde ao toque, mas ndo consegue agarra-la;

2 — a pata traseira agarra com sucesso a barra, mas de modo fraco;

3 — a pata traseira agarra fortemente a barra e puxa-a contra seu corpo.
Fonte: Kuhn P.L. e Wrathall J.R.(21)
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ANEXO D

Avaliacdo Funcional Escala Basso, Beatie and Bresnahan
(B.B.B.)

A escala BBB observa os movimentos da articulagdo do quadiril,
joelho, tornozelo, posicéo do tronco, rabo e patas traseiras. A
partir destas observacdes, foram atribuidos pontos de zero a 21,
sendo zero o correspondente & auséncia total de movimentos e 21
a presenca de movimentos normais .

0 - ndo observacdo de movimento nos membros posteriores(MP)

1 - suave movimento de uma ou duas articulacées, normalmente o
guadril e/ou joelho.

2 - extenso movimento de uma articulagdo ou extenso movimento
de uma articulacéo e suave movimento de uma outra articulagéo

3 - extenso movimento de duas articulacdes do MP
4 - suave movimento de mais de trés articulagbes MP

5 - suave movimento de duas articulacdes e extenso movimento
de uma terceira

6 - extenso movimento de duas articulaces e suave movimento
de uma terceira extenso movimento em todas as trés articulagbes
do MP

7 - largo movimento com nenhum peso de suporte ou colocacdo
plantar da pata com nenhum peso de suporte

8 - colocagéo plantar da pata com peso suporte em postura (
guando parado) ou ocasional, freqliente, ou consistente suporte de
peso na passada dorsal e nenhum apoio na passada plantar ,
movimentos suaves sem suportar o peso do corpo .

9 - ocasional suporte de peso na passada plantar, nenhum MS-MP
coordenacéo

10 - freqliéncia constante do suporte de peso na passada plantar,
nenhuma MS-MP coordenacéo

11 - frequiéncia constante do suporte de peso na passada plantar e
ocasional MS de coordenacéao

12 - freqiiéncia constante do suporte de peso na passada plantar e
freqiente MS-MP de coordenacéo

13 - constante suporte de peso ha passada plantar ,constante MS-
MP de coordenacéo;
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14 - constante passada plantar e constante MS-MP com
coordenacédo e predominancia da posicdo das patas em rotacao
(interna ou externa) quando comeca o contato inicial com a
superficie antes mesmo de levantar no fim da postura ou frequente
passada plantar, constante MS-MP com coordenacao e ocasional
passada dorsal

15 - constante passada plantar constante MS-MP coordenados ; e
nenhum movimento do dedos dos pés ou ocasional movimento
dos dedos dos pés durante o avanco do membro seguinte

Predominante posicdo da pata, paralela ao corpo no contato inicial

16 - constante passada plantar e constante coordenacdo MS-MP
durante o andar ;e dedos dos pés livres ocorrem freqlientemente
durante o avancar dos membros dianteiros

predominantemente a posicao das patas estdo paralelas no
contato inicial e rodados ao se levantar .

17 - constante passada plantar e constante coordenacdo MS-MP
durante o andar; e os dedos dos pés livres ocorrem
frequentemente durante o avancar dos membros dianteiros
predominantemente a posicao das patas estdo paralelas no
contato inicial e ao levantar-se.

18 - constante passada plantar e constante coordenacdo MS-MP
durante o andar, os dedos dos pés livres ocorrem constantemente
durante o avancar dos membros dianteiros predominantemente a
posicao das patas estdo paralelas no contato inicial e rodadas ao
levantar-se.

19 - constante passada plantar e constante coordenacdo MS-MP
durante o andar, os dedos dos pés livres ocorrem constantemente
durante o avancar dos membros dianteiros predominantemente a
posicao das patas estdo paralelas no contato inicial e ao levantar-
se; 0 rabo mantém-se para baixo todo o tempo ou apenas parte
dele.

20 - constante passada plantar e constante coordenagéo ao andar,
constantes movimentos livres dos dedos dos pés
;predominantemente a posi¢cado das patas estdo paralelas no
contato inicial e ao levantar se ;e instabilidade do tronco ;rabo
constantemente para cima.

21 - constante passada plantar e andar coordenado, constantes
movimentos livres dos pés, posicao das patas predominantemente
paralelas durante a postura, constante estabilidade de tronco, rabo
constantemente para cima.
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