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RESUMO

O trauma constitui uma causa relevante de mortalidade no mundo, atinge
principalmente a populagdo jovem, economicamente ativa, e leva muitas vezes a
sequelas incapacitantes. O tratamento convencional apds o trauma € a utilizacdo de
corticoide, que nem sempre apresenta resultado satisfatorio. As células-tronco tém
sido utilizadas em varios ensaios pré-clinicos de lesdo medular e sdo consideradas
uma alternativa promissora. A interrupcdo da fase inflamatéria e a utilizacdo da
terapia celular como tratamento conjunto mostram-se como possibilidades de
aperfeicoar o tratamento no reparo da lesdo, antes das degeneracdes
parenquimatosa e neuronal. Uma terapia alternativa € o transplante de células-
tronco derivadas do tecido adiposo no local da lesdo, devido ao seu potencial
imunossupressor e atuagao no reparo tecidual. Neste estudo objetivou-se padronizar
um modelo de lesdo medular, que produza paraplegia, com o uso de cateter e
avaliar histologicamente a efetividade da lesdo para estudos com terapia celular.
Foram realizadas as lesbes medulares em ratos Wistar utilizando-se o cateter
Fogarty n° 3 e compresséo na regido toracolombar (T8) durante 5 minutos. Foram
estudados trés grupos: grupo A, animais controle sem lesdo medular; grupos B e C
com lesdo medular induzida por preenchimento do baldo do cateter com 50 uL e 80
uL respectivamente de solucdo salina. Conclui-se que o procedimento realizado
utilizando-se 80 pL de solucéo salina para preencher o baldo do cateter, apesar de
maior mortalidade, foi mais eficiente, pois apresentou um grupo homogéneo e com
maior porcentagem de animais com lesdo completa (paraplegia). Em seguida, foram
avaliados os efeitos dos transplantes das células-tronco derivadas do tecido adiposo
humano (CTDAh) em ratos Wistar com lesdo medular compressiva. As CTDAh
foram cultivadas entre a terceira e quinta passagens. Parte das células foram
transduzidas utilizando vetores lentivirais da luciferase, para o rastreamento in vivo.
A lesdo medular nos ratos foi realizada apds laminectomia em T10 e introdugédo do
cateter Fogarty n° 3 no espaco epidural, o cuff localizado em T8 foi preenchido com
80 pL de solucéo salina por 5 minutos. Os animais foram aleatoriamente separados
em trés grupos experimentais com 21 ratos em cada grupo. Grupo controle (A):
animais que receberam aplicac6es de meio de cultura (50 pL); grupo células-tronco

(B): receberam duas aplicacbes de CTDAh sete e 14 dias pos-leséo; grupo



corticoide e células-tronco (C): animais tratados com 30mg/kg de succinato sodico
de metilprednisolona (SSMP) trés horas apds a lesao e duas aplicagbes de CTDAh
sete e 14 dias poOs-lesdo. As infusGes de células ou meio de cultura foram realizadas
no espaco epidural. A localizacdo e sobrevivéncia das CTDAh foram avaliadas por
imagens de bioluminescéncia in vivo em animais dos grupos B e C. O esvaziamento
vesical foi efetuado diariamente, em média a cada seis horas, durante trés meses.
As avaliacbes motoras iniciaram 24h apés a lesdo medular, sendo repetidas
diariamente até trés meses pos-lesdo, utilizando a escala de Basso-Beattie-
Bresneham (BBB). Apos este periodo os animais foram submetidos a eutanasia por
sobredosagem anestésica, em seguida foram realizadas coletas de bexiga urinéria e
medula espinhal para andlises histopatolégicas. As analises de bioluminescéncia
revelaram a presenca das CTDAh no local da lesdo. Em relacdo a incontinéncia
urindria e a motricidade, todos os animais do grupo A mantiveram o estado de
enurese e paraplegia pés-compressao medular, enquanto que parte dos animais dos
grupos B e C recuperaram a continéncia urinaria e parcialmente a motricidade. Os
grupos B e C apresentaram diferenca estatistica na continéncia urinaria e
motricidade quando comparados ao grupo A. A recuperacdo da continéncia urinaria
nos grupos B e C ocorreu, em média, nove dias apés o segundo transplante. O inicio
da recuperacao parcial da motricidade no Grupo B ocorreu, em média, apds 11 dias
do segundo transplante, o melhore escore (mediana de 5,5) da escala motora de
BBB deste grupo ocorreu, em meédia, apés 21 dias do segundo transplante. No
grupo C o inicio da recuperac¢do parcial da motricidade ocorreu, em média, nove dias
apos o segundo transplante, o melhor escore (mediana de 5,0) da escala motora de
BBB ocorreu, em média, apés 17 dias do segundo transplante. As amostras de
bexiga urinaria dos grupos A, B e C mostraram aparéncia histolégica normal. O grau
de colagenizacéo na parede vesical foi diferente entre os grupos, na regiao do colo
vesical (regido A) ndo ocorreu diferenca significativa entre os grupos A e B, mas
ocorreu diferenca significativa quando o Grupo C foi comparado aos grupos A e B.
Na regido do corpo da bexiga (regido B) ndo ocorreu diferenca significativa entre os
grupos A e B, e B e C, mas ocorreu, diferenca significativa entre os Grupos A e C.
Em relacdo a espessura da parede vesical, ndo houve diferenca significativa entre
0s grupos A, B e C. As andlises histol6gicas medulares revelaram menor percentual
de tecido lesado e maior concentracdo de neurdpilos nas medulas espinhais dos

animais dos grupos B e C. Em relagéo as areas medulares, ndo houve diferenca



significativa entre os grupos A, B e C. Concluiu-se que o uso de CTDAh associado
ou ndo ao SSMP contribuiu positivamente para a melhora clinica e preservagéo de
tecido nervoso apos lesdo medular compressiva em ratos Wistar. O esvaziamento
manual impediu alteracdes histoldgicas na bexiga urinaria. A associacao das células
ao corticoide, ndo demonstrou ser um tratamento mais eficiente comparativamente

ao transplante isolado de CTDAh.

Palavras chave: modelo de lesdo medular; corticoterapia, terapia celular, imagem

de bioluminescéncia, recuperacdo miccional, recuperagcdo motora, rato Wistar.



ABSTRACT

Trauma is a major cause of mortality worldwide, affecting mainly the young
population, economically active, and often leads to disabling sequelae. Conventional
treatment after trauma is the use of corticosteroids, which has not always satisfactory
results. Stem cells have been used in several pre-clinical trials for spinal cord injury
and are considered a promising alternative. The interruption of the inflammatory
phase and the use of cell therapy as a treatment group are shown as possibilities to
optimize treatment to repair the damage before the parenchymal and neuronal
degeneration. An alternative therapy is the transplantation of stem cells derived from
adipose tissue at the injury site due to its immunosuppressive potential and role in
tissue repair. This study aimed to standardize a model of spinal cord injury,
producing paraplegia, with the catheter and histologically evaluate the effectiveness
of the lesion for studies of cell therapy. Spinal cord injury were performed in rats
using the Fogarty catheter n° 3, and compression in the thoracolumbar region (T8)
for 5 minutes. We studied three groups: group A, control animals without spinal cord
injury groups B and C with spinal cord injury induced by balloon catheter filled with 50
puL and 80 pL of saline respectively. It is concluded that the procedure performed
using 80 uL of saline solution to fill the balloon catheter, although higher mortality
was more efficient, because it showed a homogeneous group and greater
percentage of animals with complete injury (paraplegia). Then, we evaluated the
effects of transplantation of stem cells derived from human adipose tissue (CTDAh)
in rats with spinal cord compression. The CTDAh were grown between the third and
fifth passages. Part of the cells were transduced using lentiviral vectors luciferase for
in vivo tracking. Spinal cord injury in rats after laminectomy was performed at T10,
and introduction of a Fogarty catheter n° 3 in the epidural space, the cuff located at
T8 was filled with 80 pL of saline for 5 minutes. The animals were randomly divided
into three groups with 21 rats in each group. Control group (A): animals that received
injections of culture medium (50 pL); stem cell group (B) received two applications
CTDAh seven and 14 days post-injury; corticosteroid group and stem cells (C):
animals treated with 30mg/kg of methylprednisolone sodium succinate (SSMP) three
hours after the injury, and two applications of CTDAh seven and 14 days post-injury.

The infusion of cells or culture medium were performed in the epidural space. The



location and survival of CTDAh were assessed by in vivo bioluminescence images of
animals in groups B and C. The bladder emptying was performed daily on average
every six hours for three months. Performance tests began 24 hours after spinal cord
injuries, repeated daily until three months post-injury, using the scale of Basso-
Beattie-Bresneham (BBB). After this period the animals were euthanized by
anesthetic overdose then were collected from the urinary bladder and spinal cord to
histopathological analysis. The bioluminescence analysis revealed the presence of
CTDANh at the site of injury. Regarding urinary incontinence and motility, all animals in
group A remained the state of enuresis and paraplegia after spinal cord compression,
while the animals in groups B and C recovered urinary continence and partly motor.
Groups B and C showed no statistical difference in urinary continence and motor
function when compared to group A. The recovery of urinary continence in groups B
and C occurred on average nine days after the second transplantation. The start of
partial recovery of motor function in Group B took place on average after 11 days
from the transplantation, the better score (median 5,5) of the motor scale BBB of this
group report was on average 21 days after the second transplantation . In group C
the beginning of the partial recovery of motor function occurred on average nine days
after the transplantation, the best score (median 5,0) of the motor scale BBB report
occurred on average at 17 days after the second transplantation. Urinary bladder
samples from groups A, B and C showed normal histological appearance. The
degree of collagen in the bladder wall was different between groups in the region of
the bladder neck (region A) no significant difference between groups A and B, but
significant difference when group C was compared to groups A and B. In the region
of the body from the bladder (region B) there was no significant difference between
groups A and B, and B and C, but there was a significant difference between Groups
A and C. Regarding the thickness of the bladder wall, there was no significant
difference between groups A, B and C. Histological analysis revealed a lower
percentage of spinal cord injured tissue and greater concentration neuropils in the
spinal cords of animals in groups B and C. Regarding medullary areas, there was no
significant difference between groups A, B and C. It was concluded that the use of
CTDAh with or without the SSMP contributed positively to clinical improvement and
preservation of nervous tissue after spinal cord compression in rats. The manual

emptying prevented histological changes in the urinary bladder. The association of



cells to corticosteroids, it proved to be a more efficient compared to the
transplantation of isolated CTDAh.

Keywords: spinal cord injury model; corticosteroid therapy, cell therapy,

bioluminescence imaging, voiding recovery, motor recovery, Wistar rat.
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1 INTRODUCAO

A lesdo medular (LM) é a lesdo traumatica aguda de elementos neurais do
canal medular (medula e cauda equina), resultando em deficiéncia motora e/ou
sensorial, temporéria ou permanente (National Spinal Cord Injury Database 2013). A
LM é uma das mais devastadoras entre as lesfes que afetam o ser humano
(CARVALHO et al.,, 2007). A lesdo de origem traumatica € incapacitante e
representa grande impacto na sociedade e grave problema de saude publica
(CAMPOS et al.,, 2008). A LM acomete mundialmente cerca de 2,5 milhdes de
pessoas (SCHWAB et al., 2006), e a violéncia esta nitidamente ligada a estes dados
estatisticos, porém a etiologia do trauma medular varia em funcdo da atividade
desenvolvida (FAULKNER et al., 2010). A maioria das vitimas é jovem, saudavel e
sofrerd incapacidade por longo tempo, pois ndo existe tratamento efetivo
(SAKANAKA et al. 2006; FITZMAURICE, 2011).

A LM ocorre em cerca de 15 a 20% das fraturas da coluna vertebral (RABEH
e CALIRI, 2010). Na Europa, a incidéncia anual de novos casos é de 10 a 30 novos
casos por milhdo de habitantes. Nos Estados Unidos, varia de 27 a 83 por milh&o,
dos quais mais de 80% sdo homens (McDONALD et al., 2003; WYNDAELE e
WYNDAELE, 2006). No Brasil, a estimativa € de 40 novos casos por milhdo de
habitantes por ano (RABEH e CALIRI, 2010). Estima-se que mais de 130.000
individuos sofram lesdo medular a cada ano no mundo (SOBANI et al., 2010).

A maior incidéncia de LM esta entre os adultos jovens (BERG et al., 2011), e
a média de idade dos individuos é de 37,6 anos, sendo a causa mais frequente o

acidente automobilistico (50,4%). As quedas (23,8%), a violéncia (11,2%) e
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acidentes durante a pratica de esportes (9%) também estdo entre as causas mais
comuns (HO et al., 2007). A localizacdo anatdémica esta diretamente relacionada ao
mecanismo de trauma, sendo a regido cervical 0 segmento mais atingido (DEFINO,
1999; VIALLE et al., 2007; VASCONCELOS e RIBERTO, 2011). Segundo Vialle et
al. (2007) e Vasconcelos e Riberto (2011) ndo ha variacdo sazonal na incidéncia do
trauma em coluna vertebral e na maior parte das vezes nédo ha lesdo nervosa. Para
eles quando a LM ocorre, a principal manifestacao € a paraplegia.

Segundo Custodio et al. (2009) a expectativa de vida é semelhante a de um
individuo normal, com taxas de morbidades relacionadas a deficiéncia cada vez
mais baixas. Porém, como ainda néo ha tratamento efetivo para restaurar funcdes
perdidas pela medula comprometida, a reabilitacdo e readaptacdo com auxilio de
uma equipe interdisciplinar se tornaram fases obrigatérias do tratamento da LM
(VASCONCELOS e RIBERTO, 2011).

Cronicamente, as maiores causas de morbidade e de mortalidade ap6s LM
sao complicacdes decorrentes da perda direta dos controles esfincterianos (vesical e
anal), perda de sensibilidade com formacéao de escaras e processos osteoarticulares
como escoliose, artropatias e osteoporose (VIALLE et al., 2001; MEYER et al.,
2003). Durante as trés primeiras semanas ap6s o0 trauma, a maioria dos pacientes
sofre alteragdes tromboembdlicas, ndo necessariamente sintoméaticas, sendo estas a
maior causa no atraso da reabilitacdo. Outros fatores importantes séo as alteracdes
no relacionamento psicossocial, pois depressdo, uso de drogas e suicidio séo
elevados em relacdo a populacédo em geral. Nos pacientes tetraplégicos, somam-se
ainda as alteracfes da funcdo pulmonar e perda da termorregulacdo (POYNTON et

al., 1997; VIALLE et al., 2002).
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Embora ndo se tenha o controle sobre o trauma inicial & medula espinhal, o
tratamento clinico e/ou cirargico pode influenciar a sobrevivéncia neuronal pela
interrupcdo dos eventos subsequentes ao trauma. O tempo para se iniciar o
tratamento € fundamental na determinacdo do progndéstico e a presenca de
percepcdo da dor ndo garante a recuperacao neurolégica completa. Nao existe cura
farmacoldgica para danos a medula espinhal (FITZMAURICE, 2011).

A progressao dos danos teciduais a medula espinhal esta quase concluida
em 48 horas, preconizando-se que o tratamento, para ser efetivo, deve ser instituido
dentro desse prazo. Os resultados terapéuticos serdo variaveis e a abordagem
primaria visa a contencdo de danos (SHARP e WHEELER, 2005; TOOMBS e
WATERS, 2007).

Apesar do grande avanco nas pesquisas, poucos instrumentos estao
disponiveis e acessiveis para a simulacdo da LM. Essa deficiéncia na
disponibilidade de equipamentos e metodologias se deve, principalmente, aos
custos elevados e dificuldade de adaptacdo de materiais aos varios tamanhos de
modelos animais (CUNNINGHAM et al., 2005).

Segundo Rodrigues et al. (2010) os métodos atuais para avaliacdo das
alteracdes fisiopatologicas da LM em humanos séo limitados e as causas das lesdes
sdo multifatoriais, portanto ha necessidade de modelos animais, que diferem das
lesbes ocorridas em humanos, tanto no mecanismo, quanto topografica e
anatomicamente, e quanto a energia do trauma, mas mesmo assim sao fontes ricas
e importantes de informacdes. Padronizar um modelo animal de LM é fundamental
para o desenvolvimento de terapias experimentais (RODRIGUES et al., 2010;

NETTO et al., 2010).
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Véarias pesquisas que apresentaram resultados aplicaveis ao ser humano
foram realizadas em animais em etapa pré-clinica. Pesquisadores admitem que o
melhor animal experimental é o rato, e que a Unica forma de comparar resultados é
a partir de lesdes padronizadas e em grande numero de espécimes (NOBLE e
WRATHALL, 1985; FALCONER et al., 1996; CARVALHO et al., 2007).

Ha décadas os corticoides tém sido testados como protetores neuronais no
trauma. Estudos multicéntricos coordenados pela American Spinal Injury Association
(ASIA) e National Acute Spinal Cord Injury Studies (NASCIS) revelaram resultados
promissores com o0 uso do succinato sodico de metilprednisolona (SSMP). Porém,
varias criticas as metodologias foram publicadas (BOTELHO et al., 2009;
FITZMAURICE, 2011).

A partir do inicio do século XXI, com o advento de novos conhecimentos
sobre a plasticidade das células-tronco e com o surgimento de estudos cientificos
que sugeriram a transdiferenciacdo direta e diferenciacdo dessas células, estas
passaram a ter seu emprego considerado na terapia celular (MEIRELLES et al.,
2006). Atualmente, a possibilidade de terapia com células-tronco conquistou
notoriedade e tornou-se mais uma alternativa (LAl et al., 2008).

As células-tronco possuem capacidade de autorenovacdo e podem se
diferenciar em mudltiplas linhagens celulares (KORBLING e ESTROV, 2003;
PITTENGER e MARTIN, 2004). As células-tronco mesenquimais (CTM) representam
uma populacdo de células-tronco somaticas que podem ser isoladas, expandidas em
cultura e caracterizadas in vitro e in vivo (PITTENGER e MARTIN, 2004;
REBELATTO, et al., 2008). Tem como fun¢cdes a manutencdo e renovacao de

tecidos adultos (CAPLAN e DENNIS, 2006).
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Além do potencial de diferenciacdo, as CTM secretam fatores bioativos que
protegem e reparam o tecido danificado (CAPLAN, 2009), e possuem baixa
imunogenicidade, podendo ser utilizadas de forma alogénica sem provocar rejeicao
(MINGUELL et al., 2000; PITTENGER e MARTIN, 2004). Também podem ter efeito
imunossupressor no local da lesdo, pois reprimem a vigilancia imunoldgica e inibem
a destruicdo mediada pelas células T e B no sitio danificado (KOLOSSOV et al.,
2005).

As CTM podem ser obtidas de diferentes fontes (NOTH et al., 2002;
SABATINI et al., 2005; SHI et al., 2005; CRIGLER L et al., 2007), como por exemplo
o tecido adiposo. As vantagens sdo a facil obtencdo e a quantidade elevada de
células (DE UGARTE et al., 2003; MUSINA, et al., 2005).

Baseando-se na funcédo das CTM de renovacgéo de tecidos adultos, por meio
da diferenciacdo celular ou a liberacdo de fatores bioativos que atuariam de forma
paracrina, espera-se que as células-tronco derivadas do tecido adiposo humano
(CTDANh), quando transplantadas em animais com lesdo medular, sejam capazes de
regenerar o tecido, inclusive com recuperagcdo funcional. Apesar das evidéncias
cientificas favoraveis ao uso de células-tronco em doencas neuroldgicas, espera-se
avancos nessa area (PAULA et al., 2005; PEREIRA, 2008). O uso de células-tronco
humanas em ratos com lesdo medular revelou migracao de células para o local
lesionado (PAL et al. 2010) e reduc¢édo da reacao inflamatéria (PARK et al. 2010).

As células transplantadas podem ser rastreadas com auxilio da transducéao
destas com vetores especificos. A utilizagdo da imagem de bioluminescéncia in vivo
facilita a analise das células transplantadas em modelos de lesdo e possibilita a
avaliacdo da efetividade dos tratamentos (LUO et al., 2008; KIM et al., 2012; ROET

et al. 2012).
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A presente tese foi dividida em dois capitulos com os seguintes titulos: (1)
Padronizacdo de um modelo experimental de lesdo medular; (2) Recuperacéo
funcional da miccdo e da motricidade apoOs transplante de células-tronco
mesenquimais heter6logas em ratos submetidos a lesdo medular compressiva,
submetidos ou ndo ao tratamento com corticoide.

No primeiro capitulo os objetivos foram padronizar um modelo de leséo
medular compressivo simples, econémico, eficaz, reprodutivel e capaz de provocar
paraplegia sem melhora espontanea e progressiva e avaliar histologicamente a
efetividade da lesdo para estudos com terapia celular e suas possiveis implicacées.
No segundo capitulo os objetivos foram: monitorar in vivo, por meio de imagens de
bioluminescéncia, as células transplantadas; avaliar os efeitos dos transplantes das
CTDAh associadas ou ndo ao succinato sédico de metilprednisolona (apds aplicacao
prévia de succinato soédico de metilprednisolona), em ratos submetidos a leséo
medular; avaliar a miccdo e parte motora; avaliar histologicamente as bexigas

urinarias e medulas espinhais.
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2 PADRONIZACAO DE UM MODELO EXPERIMENTAL DE LESAO MEDULAR

RESUMO

A lesdo medular é incapacitante, irreversivel e de custo econémico e social elevado.
Neste estudo objetivou-se padronizar um modelo de lesdo medular, que produza
paraplegia, com o uso de cateter e avaliar histologicamente a efetividade da leséo.
Foram realizadas as lesbes medulares em ratos Wistar de 20 semanas de idade e
peso variando de 250-270g, utilizando-se o cateter Fogarty n° 3 e compressao na
regido toracolombar (T8) durante 5 minutos. Foram estudados trés grupos: grupo A,
animais controles sem lesdo medular; grupos B e C com lesdo medular induzida por
preenchimento do baldo do cateter com 50 pL e 80 pL respectivamente. Foi
realizada avaliacdo motora pela aplicacdo da escala BBB, antes da compresséao,
apos recuperacao anestésica, 24, 72 e sete dias apds a compressao. Apos 0 sétimo
dia da lesédo, os animais foram submetidos a eutanasia, foi feita a retirada da medula
espinhal, figado e rins e realizada a analise histologica com a coloracédo
hematoxilina-eosina. A mortalidade variou entre os grupos, 0% no grupo A, 38,5%
no B e 48% no C. Nestes dois Ultimos grupos a causa da morte foi edema pulmonar
neurogénico, confirmado clinica e histologicamente. As medulas espinhais
histologicamente apresentaram diferentes graus de edema, congestdo vascular e
hemorragia, enquanto que os figados e os rins apresentaram diferentes graus de
congestédo vascular e necrose. Em relacédo a recuperacdo dos movimentos, no grupo
A verificou-se 100% de escore 21, no B 25% de escore 21, 37,5% de escore 11 e
37,5% de escore 0, enquanto no grupo C verificou-se 100% de escore 0. Conclui-se
gue o procedimento realizado utilizando-se 80 uL de solucdo salina para preencher o
baldo do cateter, apesar de maior mortalidade, foi mais eficiente, pois apresentou
um grupo homogéneo e com maior porcentagem de animais com lesdo completa

(paraplegia).

Palavras-chave: modelo de lesdo medular, paraplegia, estudo histol6gico, edema
pulmonar neurogénico.
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2.1 STANDARDIZATION OF AN EXPERIMENTAL MODEL OF SPINAL CORD
INJURY

ABSTRACT

Spinal cord injury is disabling, irreversible and with high economic and social cost.
This study aimed to standardize a model of spinal cord injury to induce paraplegia
using a catheter and to evaluate the effectiveness of the histological lesion. Cord
lesions were performed in Wistar rats 20 weeks old and 250-270g, using the Fogarty
catheter n° 3 and compression in the thoracolumbar region (T8) for 5 minutes. We
studied three groups: A control group without spinal cord injury, B and C groups
subjected to spinal cord injury induced by fill the balloon catheter with 50 ¢L and 80
eL respectively. Motor evaluation was performed by applying the BBB scale, before
compression, after recovery from anesthesia, 24 hours, 72 hours and 7 days after
compression. At the seventh day after injury, the animals were euthanized. The
spinal cord, liver and kidneys were removed and a histological analysis was
performed with hematoxylin-eosin staining. Mortality varied among groups, it was 0%
in group A, 38,5% in group B and 48% in group C. In the latter two groups the cause
of death was neurogenic pulmonary edema, clinically and histologically confirmed.
Histologically the spinal cord showed different degrees of edema, hemorrhage and
vascular congestion, while the liver and kidneys showed different degrees of vascular
congestion and necrosis. Regarding movement recovery, in group A it was found a
100% score 21, in group B 25% of score 21, 37,5% score 11 and 37,5% of score
zero, whereas in group C there was a 100% of score zero. It is concluded that the
procedure performed using 80 eL of saline to inflate the balloon catheter, although
the higher percentage of mortality, was more efficient because it induced a
homogeneous group and with a higher percentage of animals with complete injury

(paraplegia).

Keywords: spinal cord injury model, paraplegia, histology, neurogenic pulmonary
edema.
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2.2 INTRODUCAO

A lesdo medular pode resultar em incapacidade sensitiva e motora
permanente e seu tratamento ainda permanece um desafio tanto para a medicina
humana como veterinaria (ARIAS et al., 2007), pois além dos neurdnios nao
regenerarem (JEFFERY et al., 2001), ndo ha consenso sobre o tratamento ideal
(OLBY e JEFFERY, 2007), e de acordo com Fitzmaurice (2011), ndo existe cura
farmacoldgica para danos a medula espinhal.

Os estudos que envolvem modelos experimentais de lesdo medular séo
fundamentais para a compreensdo dos mecanismos primarios e secundarios de
leséo tecidual decorrentes do trauma raquimedular. Dados de estudos experimentais
mostraram que distarbios ocorridos em cobaias podem ser extrapolados a seres
humanos se as suas devidas propor¢cées anatdmicas, fisioloégicas e metabdlicas
forem respeitadas (MEYER et al., 2003; RODRIGUES et al., 2010).

H& um século, Allen (1911) foi o primeiro a padronizar lesdo experimental pela
técnica de queda de esfera metalica com peso preestabelecido sobre a medula
espinhal de caes. Tarlov et al. (1953), introduziram a técnica de compressao
medular em cées por implantacdo de um baldo inflavel no espaco extradural. O
desenvolvimento de baldes inflaveis menores tornou possivel estudar tais modelos
em animais de laboratério (RIVILIN e TATOR, 1978). Guner e Young em 1992
desenvolveram o Impactor NYU, respeitando os preceitos de Allen (MEYER et al.,
2003), porém as variacdes nos resultados devido a melhora motora espontanea
parcial (SOUZA et al., 2009) ou total (G E D Bt al., 2009), ap6s alguns dias de lesdo

medular justificam mais estudos.
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Os objetivos deste estudo foram padronizar um modelo de lesdo medular
com cateter extradural que produza paraplegia e avaliar histologicamente a

efetividade da lesdo para estudos com terapia celular e suas possiveis implicacoes.

2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Animais

Foram utilizados 41 ratos Wistar fémeas adultos jovens, com média de 20
semanas de idade e peso variando de 250 a 270 g.

Os experimentos foram realizados seguindo as normas e principios éticos do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, tendo sido aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais i CEUA da Pontificia Universidade Catolica do Parana
(Protocolo n° 601 - Anexo A) e pela Comiss&do Nacional de Etica em Pesquisa i
CONEP (Parecer n° - 67978 i Anexo B).

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas com 2 ou 3 animais em cada
uma delas com agua e racao ad libitum. O biotério dispds de controle de
temperatura (22°C = 2°C), umidade (45% + 15%), ventilacdo (exaustores superiores

e inferiores) e de ciclos luminosos de 12/12h (lampada fluorescente).

2.3.2 Inducéo do trauma medular

Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (70mg/Kg),
cloridrato de xilazina (10mg/kg) ambos por via intramuscular e sulfato de atropina
(0,05mg/kg) pela via intraperitonial. A manutencdo anestésica foi realizada com

isoflurano em circuito anestésico com oxigénio 100%. Para minimizar o edema
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pulmonar neurogénico decorrente da lesdo, foram feitas duas aplicacbes de
furosemida (4mg/kg) pela via subcutanea, sendo uma pré-operatéria e outra no
periodo pos-operatorio imediato.

ApoOs a tricotomia e antissepsia foi realizada incisdo de pele de 5,0 cm 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 subperiosteal da musculatura paravertebral, com
uso de lamina de bisturi n® 11.

A décima vértebra toracica (T10) foi identificada por contagem dos arcos
costais, nela foi realizada laminectomia, e em seguida foi inserido e conduzido
cranialmente o baldo do cateter Fogarty n°3 no espaco epidural até o segmento
medular T8.

A compressdao medular foi por preenchimento do baldo durante 5 minutos.
Antes e logo apo6s a compressdo medular a integridade do cateter foi testada fora do
animal e em caso de ruptura do baldo, nova compressao de 5 minutos era realizada.

A aproximagao da musculatura foi realizada com fio poliglactina 910 4-0, em
padrao de sutura ancorada de Ford, posteriormente foi realizada a dermorrafia com
mononailon 3-0, seguindo 0 mesmo padrdo de sutura. Ao término do procedimento
cirargico e por mais trés dias foi administrada enrofloxacina (10 mg/Kg) por via
intramuscular a cada 24 horas.

Apos a recuperacgdo anestésica foi realizada analgesia com morfina (5mg/Kg)
por via subcutanea a cada 6 horas, por 3 dias. Diariamente, em intervalos de 6

horas, foram realizados esvaziamentos manuais da bexiga urinaria.
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2.3.3 Grupos

Os animais foram identificados e divididos aleatoriamente em trés grupos:
grupo A (controle) - trés ratas submetidas a laminectomia em T10, e introducéo do
baldo do cateter no canal vertebral até o nivel de T8, sem ser preenchido; grupo B:
13 ratas submetidas a trauma medular com 50 pL de volume de solucédo salina
utilizada para preencher o baldo e grupo C: 25 ratas submetidas a trauma medular

com volume de preenchimento de 80 pL.

2.3.4 Avaliacdo motora pos-leséo

Os animais foram observados antes da compressdo, apdés recuperacao
anestésica, 24 horas, 72 horas e 7 dias apds a compressao, em uma caixa plastica
sem barreiras para a avaliacdo da atividade motora voluntaria dos membros
pélvicos, seguindo escala de BBB (BASSO et al., 1995). A escala varia entre 0 e 21
pontos e reflete as condi¢cdes locomotoras do animal, em que escore O representa

paralisia total do membro e o escore 21 atividade locomotora normal.

2.3.5 Eutanasia e necropsia dos animais

No 7° dia poOs-trauma, 0s animais foram submetidos & eutanasia sob
analgesia preemptiva com citrato de fentanila (0,3mg/Kg) por via intramuscular e
sedacdo com diazepan (2,5mg/Kg) por via intraperitonial. Foram anestesiados com
isofluorano em circuito anestésico com oxigénio 100%, apods incisdo de pele e
resseccdo do esterno, foi feita a canulacdo do apice do ventriculo esquerdo com

agulha fina e pequena inciséo na auricula direita.
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Foi conectado o sistema de infusdo a agulha e infundidos por bomba infusora
150 ml de solucéo salina isotdnica seguida de 350 ml de paraformaldeido a 4%. Em

seguida foi realizada necropsia e coleta de medula espinhal, pulmdes, figado e rins.

2.3.6 Anédlises histopatologicas de seccOes de medula espinhal,
pulmdes, figado e rins

Os pulmdes, figados, rins e as regides de medula espinhal que sofreram
compressdo dos animais dos grupos A, B e C, e dos que foram a 6bito durante ou
apos compressdo medular, foram fixados em formalina 10% (pH 7,0+0,2) para

processamento histologico.

2.3.7 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste ANOVA
seguido pelo pés-teste de Tukey. Todos os calculos foram realizados utilizando o
software estatistico Graphpad Prism version 5.00 for Windows, San Diego-Califérnia-

EUA.

2.4 RESULTADOS

2.4.1 Avaliagdo motora pés-leséo
Na avaliacdo de recuperacdo dos movimentos verificou-se no grupo A 100%
de escore 21; no grupo B 25% de escore 21, 37,5% de escore 11 e 37,5% de escore

0; no grupo C verificou-se 100% de escore 0 (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1 - Resultados referentes aos escores obtidos pelos animais, na Escala BBB,
nos diversos momentos avaliados neste estudo.

Pontuacdo pela Escala BBB para os animais nos momentos avaliados

Grupo

Valor
experimental de p*
Pre- Apos 24h 72h 7 dias
teste  recuperacéo
anestesica

Grupo A  21%0 21+0a/a 21+0a/a 21+0a/a 21+0ala 1,00
(n=3) ala

GrupoB  21+0 9,35b/b 9,35b/b 9,35b/b 9,35b/b  0,0017
(n=28) ala

GrupoC  21%0 0+0c/a 0+0c/a 0+0c/a 0x0c/a 1,00
(n=13) ala
Valordep 1,00 0,001 0,001 0,001 0,001
(entre
grupos)**

Os valores estédo expressos em médiaterro padrao da média;
* Teste ANOVA de uma via de medidas repetitivas, seguido pelo pés-teste de Tukey;
** Teste ANOVA de uma via, seguido pelo pés-teste de Tukey;

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos/momentos (pos-
teste de Tukey, p<0,05).

2.4.2 Aspectos macroscopicos e microscopicos da zona de medula

espinhal lesionada

Nos grupos B e C a compressdo medular causou zona hemorragica com

achatamento de parénquima (Figura 2.1).
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Figura 2.1 - Imagens macroscopicas das medulas espinhais de animais dos Grupos A (a), B
(b) e C (c). Nota-se medula espinhal integra na imagem a, zonas hemorragicas e de
achatamento de parénquima medular (setas) nas imagens b e c.

Microscopicamente nestes animais, nas areas da medula espinhal com
compressédo, verificou-se diminuicdo do numero de neurbnios, hemorragia,

vacuolizagdo e malacia do parénquima medular (Figuras 2.2, 2.3 e 2.4).

Figura 2.2 - Corte histologico do epicentro da compressao medular de animal do Grupo A.
Nota-se a preservacao das substancias branca (seta menor) e cinzenta (seta maior).
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Figura 2.3 1 Corte histoldgico do epicentro da compressdo medular de animal do Grupo B.
Nota-se areas com necrose e vacuolizacdo (asteriscos).

Figura 2.4 1 Corte histolégico do epicentro da compressdo medular de animal do Grupo C.
Nota-se hemorragia (asterisco), necrose e vacuolizacdo (seta), diminuicdo de neurdnios
motores e ruptura do parénquima medular (estrela).

2.4.3 Mortalidade durante e apés compressado medular

N&o ocorreu mortalidade no grupo A, no grupo B foi de 38,45% (sendo 4
Obitos durante a compressao e 1 apés 24h), no grupo C foi de 48% (sendo 9 casos
durante a compressao, 1 apés 24h e 2 apés 48h).

Antes da parada cardiaca ocorreu taquicardia seguida de bradicardia, e
bradipneia seguida de apneia. Epistaxe e hemoptise foram observadas em todos os

animais que foram a 6bito. Devido a manifestacdo clinica, aos resultados da
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necropsia e analises histopatoldgicas, conclui-se que o Obito ocorreu por edema

pulmonar neurogénico (Figura 2.5).

Figura 2.5 - Imagens macroscopicas dos pulmdes e coragdes de ratos dos Grupos A (a), B
(b) e C (c). Nota-se aspecto hemorragico progressivo nos pulmdes.

2.4.4 Andlises histopatoldgicas dos pulmdes, figado e rins dos animais
gue foram a Obito durante ou ap6és compressao medular.

Os exames histopatolégicos dos pulmdes revelaram edema pulmonar de grau
leve a moderado, acentuada congestao vascular e moderada hemorragia, sem areas

de necrose (Figura 2.6).
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Figura 2.6 - Corte histolégico de pulméo de rato Wistar do Grupo C ap6s compressdo de

medula espinhal. Nota-se edema pulmonar neurogénico (estrelas) e hemorragia (setas
pretas). Aumento de 100x.
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No figado observou-se congestdo vascular de grau moderado a severo,
necrose leve e auséncia de edema e de hemorragia. Nos rins ocorreu congestao

vascular e necrose moderada, sem edema e hemorragia.

2.5 DISCUSSAO

Damy et al. (2010) com o objetivo de contribuir a pesquisa em cirurgia
experimental, apresentaram uma analise dos principais parametros exigidos a serem
observados pelos comités internacionais e nacionais de ética e bem-estar animal,
cujo cumprimento € pré-requisito para publicacdo em periddicos arbitrados de
circulacao internacional. Neste estudo os preceitos de padronizacdo da genética,
estado sanitario e do ambiente da espécie analisada, a observacdo de condicbes
adequadas no transporte, aclimatacao, enriquecimento do ambiente, treinamento de
técnicos em experimentacdo animal, gestdo de informacdo, biosseguranca, dieta,
anestesia, cuidados pos-operatérios, analgesia e eutanasia foram seguidos, estas
etapas fundamentais visaram a obtencéo de resultados com alto grau de acuidade,
alto nivel de reprodutibilidade e preciséo.

A avaliagdo motora utilizada neste estudo mostrou que a laminectomia e
introducdo do cateter vazio no espaco epidural foi incapaz de causar déficit motor,
pois todos os animais do Grupo A tiveram escore BBB de 21. Nos animais do grupo
C o déficit motor ocorreu devido ao volume de compressdo, uma vez que 100%
tiveram escore BBB de 0. No grupo B foi observada grande variacdo de déficit
motor, creditada a incapacidade da compresséao de 50 pL de solugéo salina utilizada

para preencher o baldo do cateter, causar paralisia total por lesdo primaria,
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decorrente das for¢cas que causam dano mecanico instantaneamente ap0s o evento
traumatico. G e ddt al. (2009) observaram que na compressédo de 15 pL ha déficit
motor de escore 9-11 na escala BBB. Com 5 e 10 uL estes autores observaram
melhora espontanea progressiva e completa da motricidade, escore 21, tornando
este volume ndo recomendavel para produzir lesdo medular.

No presente estudo nédo foram verificadas variacbes motoras e o quadro apos
recuperacdo anestésica foi mantido até o dia da eutanasia, resultados que diferem
dos de Souza et al. (2009) que estudaram as consequéncias da lesdo por contusao
da medula espinhal, associada ao estreitamento do canal vertebral, no
comportamento motor de ratos, avaliando-se o efeito do tempo para descompressao
na recuperacao neuroloégica dos animais. Excetuando o grupo controle, perceberam
melhora parcial espontanea e progressiva em todos 0s grupos, as analises motoras
por eles realizadas ocorreram 1, 3 e 7 dias apds a compressao.

A lesdo priméaria nos animais deste estudo foi induzida pela contusdo da
medula espinhal produzida pela ruptura do parénquima medular, lesdo vascular e
hemorragia, quadro observado em todas as analises histologicas dos animais do
Grupo C. Essas lesdes se propagam devido a ativacdo de eventos bioquimicos,
levando a necrose e lesdo excitotdxica (ARIAS et al., 2007; PARK et al., 2010). Leal
Filho et al. (2005) observaram hemorragia e discreta descontinuidade unilateral de
parénquima medular, apés compressao de 20 pL, durante um minuto, resultado que
nao foi correlacionado com a analise motora. Estes autores verificaram edema
pulmonar e congestéo renal e hepatica, resultados também observados no presente
estudo.

A mortalidade observada neste estudo, pelo preenchimento do baldo e

consequente compressao medular estad associada a grande ativacdo simpatica que
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causou aumento de pressdo arterial, ativacdo barorreflexa e redistribuicdo de

sangue dos vasos esplancnicos para o leito vascular pulmonar, desencadeando

edema pulmonarneur og°nico ( GEDh et al . 20009) ;

nos grupos B e C foram proximas; tais manifestacdes clinicas foram também
observadas por Leal Filho et al. (2005) e G e ddt al. (2009), com cateter mais fino,
menor preenchimento do baldo e menor tempo de compressao.

As lesdes medulares ainda sdo consideradas intrataveis e incuraveis (ARIAS
et al., 2007), ndo ha cura farmacologica (FITZMAURICE, 2011), e apesar das
evidéncias cientificas favoraveis ao uso de células-tronco em doencas neurolégicas,
consideraveis avancos necessitam ser feitos (PAULA et al., 2005; PEREIRA, 2008).

A validacdo de modelo experimental de lesdo medular reprodutivel, de facil
feitura e pouco dispendioso como realizado neste estudo, abre perspectivas para a

realizacdo de mais estudos que envolvam lesdo medular e terapia celular.

2.6 CONCLUSAO

O modelo de lesdo medular com compressdo de 80 pL para preencher o
baldo do cateter Fogarty € valido, pois resultou em paraplegia em todos os animais e
ndo houve melhora espontanea e progressiva, apesar de acarretar indice médio de

mortalidade.

as
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3 RECUPERACAO FUNCIONAL DA MICCAO E DA MOTRICIDADE APOS
TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS HETEROLOGAS EM
RATOS SUBMETIDOS A LESAO MEDULAR COMPRESSIVA, SUBMETIDOS OU
NAO AO TRATAMENTO COM CORTICOIDE

RESUMO

As lesdes medulares sdo frequentes em pessoas e em animais, sem cura
farmacoldgica para a lesédo primaria e a corticoterapia é alternativa para contencao
dos danos secundarios. A interrupcao da fase inflamatéria e a terapia celular como
tratamento conjuntos séo possibilidades de aperfeicoar o reparo da lesdo, antes das
degeneracBes parenquimatosa e neuronal. O transplante de células-tronco
derivadas do tecido adiposo no local da lesdo, devido ao seu potencial
imunossupressor e atuacdo no reparo tecidual pode ser terapia alternativa. O
presente estudo objetivou avaliar os efeitos das células-tronco derivadas do tecido
adiposo humano (CTDAh) associadas ou ndo a corticoterapia em ratos Wistar com
lesdo medular compressiva. Metodologia: as CTDAh foram cultivadas entre a
terceira e quinta passagens. Parte das células foram transduzidas utilizando vetores
lentivirais da luciferase, para o rastreamento in vivo das células transplantadas. A
lesdo medular nos ratos foi realizada ap6s laminectomia em T10 e introducéo do
cateter Fogarty n° 3 no espaco epidural, o cuff localizado em T8 foi preenchido com
80 pL de solucéo salina por 5 minutos. Os animais foram aleatoriamente separados
em trés grupos experimentais com 21 animais em cada grupo. Grupo controle (A):
animais que receberam aplicac6es de meio de cultura (50 uL); grupo células-tronco
(B): receberam duas aplicacées de CTDAh (1,2 x 10° células) sete e 14 dias p6s-
lesdo; grupo células-tronco associadas a corticoide (C): animais tratados com
30mg/kg de succinato sddico de metilprednisolona (SSMP) trés horas apds a leséo e
duas aplicacdes de CTDAh (1,2 x 10° células) sete e 14 dias pds-lesdo. As infusdes
de células ou meio de cultura foram realizadas no espaco epidural. A localizacéo e
sobrevivéncia das CTDAh foram avaliadas por imagens de bioluminescéncia in vivo
em animais dos grupos B e C. O esvaziamento vesical dos ratos foi efetuado
diariamente, em média a cada seis horas, durante trés meses. As avaliacdes
motoras iniciaram 24h apd6s a lesdo medular, sendo repetidas diariamente até trés
meses pos-leséo, utilizando a escala de Basso-Beattie-Bresneham (BBB). Apds este
periodo os animais foram submetidos a eutanasia por sobredosagem anestésica, em
seguida foram realizadas coletas de bexiga urinaria e medula espinhal para analises
histopatolégicas. Resultados: as analises de bioluminescéncia revelaram a presenca
das CTDAh no local da lesdo. Em relagcéo a incontinéncia urinaria e a motricidade,
todos os animais do grupo A mantiveram o estado de incontinéncia urinaria e
paraplegia, enquanto que no Grupo B 66,6% (n=14) dos animais recuperaram a
continéncia urinaria e 23,8% (n=5) recuperaram parcialmente a motricidade, no
Grupo C 61,9% (n=13) dos animais recuperaram a continéncia urinaria e 19% (n=4)
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recuperaram parcialmente a motricidade. Os grupos B e C apresentaram diferenca
estatistica na continéncia urinaria e motricidade quando comparados ao grupo A. A
recuperacdo da continéncia urinaria nos grupos B e C ocorreram, em média, nove
dias ap6s o segundo transplante. O inicio da recuperacgéo parcial da motricidade no
Grupo B ocorreu, em média, apés 11 dias do segundo transplante, o melhore escore
(mediana de 5,5) deste grupo ocorreu, em média, apos 21 dias do segundo
transplante. No grupo C o inicio da recuperacdo parcial da motricidade ocorreu, em
meédia, nove dias apds o segundo transplante, o melhor escore (mediana de 5,0)
ocorreu, em meédia, apés 17 dias do segundo transplante. Verificou-se aparéncia
histolégica normal nas amostras de bexiga urinéria dos grupos A, B e C. O grau de
colagenizagcdo na parede vesical foi diferente entre os grupos, na regido do colo
vesical (regido A) ndo ocorreu diferenca significativa entre os grupos A e B, mas
ocorreu diferenca significativa quando o Grupo C foi comparado aos grupos A e B.
Na regido do corpo da bexiga (regido B) ndo ocorreu diferenca significativa entre os
grupos A e B, e B e C, mas ocorreu diferenca significativa entre os Grupos A e C.
Em relacdo a espessura da parede vesical, ndo houve diferenca significativa entre
0s grupos A, B e C. As analises histologicas medulares revelaram menor percentual
de tecido lesado e maior concentracdo de neurdpilos nas medulas espinhais dos
animais dos grupos B e C. Em relacdo as areas medulares, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos A, B e C. Conclusé&o: o uso de CTDAh associado ou néo
ao SSMP contribuiu positivamente para a melhora miccional e motora de ratos wistar
submetidos a lesdo medular compressiva. O esvaziamento por compressdo manual
impediu alteracdes histoldégicas na bexiga urinaria. A corticoterapia associada ao
transplante de células, ndo demonstrou ser um tratamento mais eficiente
comparativamente ao transplante isolado de CTDAh.

Palavras chave: trauma medular, corticoterapia, células-tronco derivadas do tecido
adiposo, terapia celular, bioluminescéncia, recuperacdo miccional, recuperacao
motora, rato Wistar.
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3.1 FUNCTIONAL RECOVERY OF MOTOR FUNCTION AND URINATION AFTER
TRANSPLANTATION OF HETEROLOGOUS MESENCHYMAL STEM CELLS IN
RATS SUBJECTED TO SPINAL CORD COMPRESSION, TREATED OR NOT

TREATED WITH CORTICOSTEROIDS

ABSTRACT

The spinal cord lesions are common in people and animals, there is no
pharmacological cure for the primary lesion and corticosteroid therapy is the
alternative for to contain secondary lesion. The interruption of the inflammatory
phase and cell therapy as treatment sets are possibilities to improve the repair of the
lesion before parenchymal and neuronal degeneration. The transplantation of stem
cells derived from adipose tissue at the lesion site, because of its potential
immunosuppression and role in tissue repair can be an alternative therapy. The
present study aimed to evaluate the effects of stem cells derived from human
adipose tissue (CTDAh) associate or not with corticosteroid therapy in Wistar rats
with spinal cord compression. Methodology: the CTDAh were grown between the
third and fifth passages. Part of the cells were transduced using lentiviral vectors
luciferase for in vivo tracking of transplanted cells. Spinal cord injury in rats after
laminectomy was performed at T10, and introduction of a Fogarty catheter n° 3 in the
epidural space, located on the cuff in T8 was filled with 80 pL of saline for 5 minutes.
The animals were randomly separated into three groups with 21 animals in each
group. Control group (A): animals that received applications of culture medium (50
uL); stem cell group (B) received two applications CTDAh (1,2 x 10° cells) seven and
14 days post-injury; stem cell group associated with corticosteroids (C): animals
treated with 30mg/kg of methylprednisolone sodium succinate (SSMP) three hours
after the injury, and two applications of CTDAh (1,2 x 10° cells) seven and 14 days
post-injury. The applications of cells or culture medium were performed in the
epidural space. The location and survival of CTDAh were assessed by in vivo
bioluminescence images of animals in groups B and C. The voiding of the mice was
performed daily on average every six hours for three months. Performance tests
began 24 hours after spinal cord injuries, repeated daily until three months post-
injury, using the scale of Basso-Beattie-Bresneham (BBB). After this period the
animals were euthanized by anesthetic overdose then samples were taken from the
urinary bladder and spinal cord for histopathological analysis. Results: The analysis
of bioluminescence revealed the presence CTDAh at the lesion site. Regarding
urinary incontinence and motility, all animals in group A remained the state of urinary
incontinence and paraplegia, while in Group B 66.6% (n = 14) of the animals
regained urinary continence and 23.8% (n = 5) partially recovered motor function, in
Group C 61.9% (n = 13) of the animals recovered urinary incontinence and 19% (n =
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4) partially recovered motor function. Groups B and C showed no statistical
difference in urinary continence and motor function when compared to group A. The
recovery of urinary continence in groups B and C were, on average nine days after
the second transplantation. The start of partial recovery of motor function in Group B
took place on average after 11 days from the transplantation, the better score
(median 5,5) of this group was on average 21 days after the second transplantation.
In group C the beginning of the partial recovery of motor function occurred on
average nine days after the transplantation, the best score (median 5,0) occurred on
average at 17 days after the second transplantation. It was found in normal
histological appearance of urinary bladder samples from groups A, B and C. The
degree of collagen in the bladder wall was different between groups in the region of
the bladder neck (region A) no significant difference between groups A and B, but
significant difference when group C was compared to groups A and B. In the region
of the body from the bladder (region B) there was no significant difference between
groups A and B, and B and C, but significant difference between Groups A and C.
Regarding the thickness of the bladder wall, there was no significant difference
between groups A, B and C. Histological analysis revealed a lower percentage of
spinal cord injured tissue and greater concentration neuropils in the spinal cords of
animals in groups B and C. Regarding medullary areas, there was no significant
difference between groups A, B and C. Conclusion: The use of CTDAh with or
without the SSMP contributed positively to the improved voiding and motor of Wistar
rats submitted to spinal cord compression. Emptying by manual compression
prevented histological changes in the urinary bladder. Corticosteroid therapy
associated with the transplantation of cells, not shown to be a more efficient
compared to the transplantation of isolated CTDAh.

Keywords: spinal trauma, steroid therapy, stem cells derived from adipose tissue,
cellular therapy, bioluminescence, recovery voiding, motor recovery, Wistar rat.
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3.2 INTRODUCAO

A principal causa de consulta neurolégica em animais de companhia € o
traumatismo medular (TOOMBS e WATERS, 2007; GREEN e BOSCO, 2008;
OSAKO et al., 2008), cuja gravidade depende da velocidade, do grau e da duracéo
da lesdo compressiva (BRAUND e VITE, 2004; SOUZA et al., 2009).

Existem diferencas na patogenia entre lesbes subitas e afeccdes
compressivas de lenta progressdo, que se traduzem em alteracbes de natureza
distinta no parénquima medular, implicando diferentes estratégias terapéuticas
(PELLEGRINO, 2003; PARK et al., 2012).

A extensdo do dano mecanico primario varia amplamente em significado,
ocorrendo desde a ruptura completa da medula espinhal em fraturas vertebrais
deslocadas até a lesdo minima em certas herniacdes discais (TOOMBS e WATERS,
2007). Os déficits neurologicos em consequéncia da lesdo aguda da medula
espinhal podem resultar de seccdo mecanica (lesdo primaria) das vias neuronais
imediatamente apds o trauma, assim como de lesdo tecidual tardia (secundéria) que
ocorre em um perido de minutos a dias ap0s a primaria. Essas lesbes tardias
relacionam-se ao desencadeamento de uma cascata de eventos destrutivos
sistémicos, locais, celulares, que promovem isquemia, hipéxia, edema e diversos
eventos bioquimicos prejudiciais a medula espinhal (OSAKO et al., 2008).

O traumatismo na medula espinhal causa perdas motoras e sensitivas,
alteracbes no funcionamento do sistema urinério, além de comprometimento
intestinal, respiratorio, circulatério, sexual e reprodutivo (LIANZA et al., 2001; PARK
et al., 2012). As lesdes medulares em nivel toracico e lombar resultam em
disfuncbes do trato urinério inferior, como a hiperatividade da bexiga urinéria,

dissinergia vesico-esfincteriana e retengéo urinaria (FORNER, 2011).
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Corticoides sdo amplamente utilizados em todos os tipos de lesdes
medulares, principalmente porque séo eficazes na reducao da inflamacao e no alivio
da dor. No entanto, existe uma ma interpretacdo generalizada de que estes efeitos
benéficos sdo igualmente aplicaveis para a lesdo neural. Embora os corticoides
possam reduzir a inflamacao associada com, por exemplo, a extrusao discal, podem
também prejudicar a sobrevivéncia de todos os neurdnios lesionados por interferir no
metabolismo da glicose. Isto pode ter pouca consequéncia em lesdes medulares
brandas, mas pode ser critico em lesdes graves. Nesses casos, 0 animal pode ter
menor dor, mas pode ter menor chance de recuperacdo neurologica (SHARP e
WHEELER, 2005). De acordo com Park et al. (2012), terapia especifica para
minimizar os danos secundarios da leséo medular em Medicina Veterinaria continua
a ser controversa, especialmente no que diz respeito a utilizacdo de succinato
sédico de metilprednisolona (SSMP).

Diversas pesquisas tém explorado o potencial da terapia celular, utilizando o
transplante de varios tipos de células, como as células de Schwann (BIERNASKIE et
al., 2007; SABERI et al., 2008), células-tronco neurais (SCHULTZ, 2005;
TARASENKO et al.,, 2007; PARR et al.,, 2008), células-tronco mesenquimais
(CHOPP et al., 2000; OSAKA et al., 2010), fibroblastos (TOBIAS et al., 2003; WONG
et al., 2008) e células olfativas (PEARSE et al., 2007; GUEST et al., 2008).

Estudos com terapia celular utilizando células-tronco tém sido realizados para
o tratamento da lesdo medular (OGAWA et al., 2009; SAHNI e KESSLER, 2010;
TSUJl et al., 2011).

A célula-tronco tem capacidade de autorrenovacéo ilimitada/prolongada,
produz pelo menos um tipo de célula altamente diferenciada, ou seja, a que tem a

capacidade de se dividir em células idénticas a ela ou em diferentes tipos de células
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(PEREIRA, 2008). O estudo das técnicas de transplante de células-tronco, o
desenvolvimento e ampliacdo do seu uso, principalmente das células adultas,
mostrou que elas possuem capacidade de diferenciacdo em diversos tecidos apés o
implante in vivo, demonstrando sua multipotencialidade (KRAUSE et al., 2001;
WEBB et al., 2010).

As células-tronco mesenquimais (CTM) séo ceélulas-tronco adultas, e foram
descritas como células precursoras dos fibroblastos da medula Ossea
(FRIEDENSTEIN et al., 1970). A caracterizacao destas células engloba um conjunto
de caracteristicas morfolégicas, fenotipicas e funcionais (DOMINICI et al., 2006).
Elas devem ser aderentes, apresentar morfologia alongada semelhantes aos
fibroblastos e expressar os marcadores CD105, CD73 e CD90 com auséncia de
exXpress«o de CD34, CD45, CD14 ou @DR11b,
Funcionalmente devem ter o potencial de diferenciacdo em pelo menos trés
linhagens celulares: adipécitos, condroécitos e osteoblastos (DOMINICI et al., 2006).

As principais fun¢des das CTM s&o a manutencdo e renovagéo de tecidos
mesenquimais adultos (CAPLAN, 2009). Além da capacidade de diferenciacao,
estas células apresentam efeitos paracrinos via secrecao de fatores de crescimento,
citocinas, mediadores anti-fibréticos ou angiogénicos (DJOUAD et al., 2009).

As CTM apresentam baixa imunogenicidade e podem ser utilizadas de forma
alogénica sem problemas com a rejeicao (MINGUELL et al., 2000; DAI et al., 2005;
FRASER et al., 2006; JIANG et al., 2006; GHANNAM, et al., 2010).

Estudos das CTM de forma xenogénica foram realizados em caes por
Plotnikov et al. (2007), ratos nudes por Guest et al. (2008), ratos Wistar por Pal et al.

(2010) e Park et al. (2010), ratos Balb/c por Ra et al. (2011), entre outros, e estes
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autores ndo encontraram efeitos colaterais apés aplicacdo e nenhuma evidéncia de
tumorigenicidade.

As CTM podem ter efeito anti-inflamatério no local da leséo, pois reprimem a
vigilancia imunologica e inibem a destruicdo mediada pelas células T e B no sitio
danificado (KOLOSSOV et al., 2005). A imunossupressao mediada pelas CTM é
devido a liberacdo de fatores sollveis e ao contato célula-célula, essencial para a
sua funcéo inibidora (SELMANI et al., 2008).

As CTM tém potencial de diferenciacdo em diferentes linhagens como 0ssea,
cartilaginosa, adiposa, muscular, hepdtica, endotelial, epitelial e neurogénica
(FERRARI et al., 1998; MEZEY et al., 2000; DENIS e CAPLAN, 2004; BARREIRA,
2005; KUMAR et al., 2005; KOERNER et al., 2006; MCINTOSH et al., 2006;
MEIRELES et al., 2006; MIAO et al., 2006; BROOKE et al., 2007; HU et al., 2007;
NIE et al., 2007; NIXON et al., 2008; DAI et al., 2009). Esta capacidade de
diferenciacao torna as CTM excelentes candidatas para utilizacdo na terapia celular.

Estudos mostram que as CTM podem ser obtidas de diferentes fontes (NOTH
et al., 2002; SABATINI et al., 2005; SHI et al., 2005; CRIGLER L et al., 2007). A mais
comum € a medula Gssea, porém Zuk et al. (2002), Pittenger e Martin (2004)
observaram células-tronco derivadas do tecido adiposo (CTDA). As vantagens das
CTDA sdo: alta frequéncia no tecido (0,5%), facil obtencdo (DE UGARTE et al.,
2003; MUSINA et al., 2005) e potencial de proliferacdo superior ao das células-
tronco derivadas da medula 0ssea (LEE et al., 2004; KIM et al., 2007). Assim, as
CTDA também podem ser utilizadas na medicina regenerativa (PUISSANT et al.,
2005; BAl et al., 2007; HERRERO et al., 2012).

As CTM sao facilmente isoladas, cultivadas e multiplicadas in vitro, porém

suas caracteristicas ainda nao estao totalmente definidas. De todas as formas de
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células-tronco adultas estudadas até o presente, sdo as que podem ser derivadas de
varias localidades e ao mesmo tempo, tém a mais ampla capacidade de
diferenciacdo e grande plasticidade (ZAGO e COVAS, 2004; NARDI e MEIRELES,
2006; BROOKE et al., 2007; SHI et al., 2010; GEBLER et al., 2012), desta forma
podem ser utilizadas na terapia celular.

Existem evidéncias cientificas favoraveis ao uso de células-tronco em
doencas neuroldgicas (PAULA et al., 2005; PEREIRA, 2008). O uso de células-
tronco humanas em ratos com lesdo medular revelou migracdo de células para o
local lesionado (PAL et al.,, 2010) e reducdo da reacao inflamatoria (PARK et al.,
2010).

As células transplantadas podem ser rastreadas ap0s sua transdugdo com
vetores especificos. A utilizagdo da imagem de bioluminescéncia in vivo facilita a
analise das células transplantadas e possibilita a avaliacdo da efetividade dos
tratamentos (LUO et al., 2008; KIM et al., 2012; ROET et al., 2012). A avaliagéo da
bioluminescéncia nado invasiva foi utilizada em varios estudos na investigacdo da
sobrevivéncia de células-tronco transplantadas em ratos com lesdo raquimedular
(OKADA et al., 2005; TAKAHASHI et al., 2011).

O estudo da corticoterapia associada a terapia celular no trauma medular
reveste-se de grande importancia por se tratar de lesdo ainda considerada como
intratavel e incuravel. Devido ao ceticismo e controvérsias sobre o uso de corticoides
e de células-tronco no trauma medular em diferentes espécies, inclusive no homem,
0 presente estudo objetivou avaliar os efeitos das células-tronco derivadas do tecido
adiposo humano (CTDAh) em ratos Wistar com lesdo medular compressiva e a

interferéncia da corticoterapia. Os objetivos especificos foram: avaliar a mic¢céao e
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parte motora, avaliar por métodos histoldgicos as bexigas urinarias e medulas

espinhais e monitorar in vivo, por bioluminescéncia, as células transplantadas.

3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Animais

Os experimentos foram realizados seguindo as normas e principios éticos do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, tendo sido aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais i CEUA da Pontificia Universidade Catolica do Parana
(Protocolo n°® 601 - Anexo A) e pela Comissédo Nacional de Etica em Pesquisa i
CONEP (Parecer n®- 67978 1 Anexo B).

Foram utilizados 63 ratos Wistar fémeas adultos jovens, com média de 20
semanas de idade e peso variando de 250 a 270 g.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas com dois ou trés animais em
cada gaiola, com agua e racdo ad libitum em biotério com controle de temperatura
(22°C * 2°C), umidade (45% + 15%), ventilacado (exaustores superiores e inferiores)
e de ciclos luminosos de 12/12h (lampada fluorescente).

Os animais foram identificados e aleatorizados em trés grupos: Grupo A: 21
ratos submetidos a trauma medular e a duas aplicacdes de placebo, uma aos sete
outra aos 14 dias poés-trauma (grupo controle negativo); Grupo B: 21 animais
submetidos a trauma medular e a dois transplantes de células-tronco derivadas do
tecido adiposo humano (CTDAh) nos mesmos periodos pos-trauma. Grupo C: 21

animais submetidos a trauma medular e uma aplicagcdo de succinato sodico de
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metlprednisolona (SSMP) apo6s trés horas por via intraperitonial (IP) e a dois

transplantes de CTDAh nos mesmos periodos pos-trauma.

3.3.2 Isolamento, cultivo e caracterizacdo das CTDAh

O tecido adiposo foi obtido de 5 doadores que foram submetidos a operacao
bariatrica e dermolipectomia. Cerca de 100 mL de tecido adiposo (TA) foram
processados. Todas as amostras foram coletadas apos o preenchimento do termo
de consentimento, que foi enviado ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Pontificia Universidade Catolica do Parana protocolo n°® 04257912.6.0000.0020
(Anexo B).

As CTDAh foram isoladas utilizando o método de digestdo enzimética,
conforme Strutt et al. (1996). Brevemente, 100 mL de tecido adiposo foram lavados
com solucdo 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 um (BD FALCON™, BD Biosciences Discovery Labware, Bedford, USA). A
suspensao celular foi centrifugada a 800 g por 10 minutos e os eritrocitos
contaminantes foram removidos apds 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 fetal bovino (SFB)
(Gibco™ Invitrogen, NY, USA), penicilina (100 unidades/mL) e estreptomicina
(Gibco™ Invitrogen, NY, USA) (100 pg/mL). O meio foi trocado dois dias apés o
plagueamento inicial. O meio de cultura foi substituido duas vezes por semana. Apos

cinco a sete dias, quando as culturas alcancaram cerca de 80%-90% de confluéncia,
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as células foram dissociadas utilizando 0,25% de tripsina/EDTA (Gibco™ Invitrogen,
NY, USA) e replaqueadas (passagem 1) para propagacdo. As células foram
expandidas para obter-se 0 nUmero necessario para os transplantes.

A caracterizacdo destas células quanto a morfologia, imunofenotipagem por
citometria de fluxo e diferenciagéo celular em adipdécitos, osteoblastos e condrocitos
foi realizado conforme Rebelatto et al. (2008). As células transplantadas foram

utilizadas entre terceira e quinta passagem.

3.3.3 Viabilidade das CTDAh

A viabilidade celular foi avaliada utilizando o corante vital Azul de Tripan
(Sigma Aldrich, USA), que cora as células mortas em azul. Para esta avaliacao foi
adicionado 10 pL de Azul de Tripan e 50 pL de CTDAh (1,2 x 10°%. Em seguida foi
feita homogeneizacédo e colocado 10 pL na camara de Neubauer. A contagem do
namero de células, foi realizada no quadrante central, contando-se 5 subquadrantes:
0 subquadrante central e os quatro subquadrantes das extremidades. As células
mortas incorporam o Azul de Tripan ficando com a cor azulada. Célculo para o

numero final de células/mL: n° de células x 5 x 10 x dil x 1000 células/mL.

3.3.4 Transducédo das CTDAh

Para o monitoramento in vivo da bioluminescéncia apds o transplante das
CTDANh, células HEK 293 (Human Embryonic Kidney 293 cells) foram transfectadas
com os vetores pMD2.G, pCMV_dr891 e pMSCV_Luc2 T2A utilizando
Lipofectamina 2000 (Invitrogen 11668-027) e foram mantidas durante trés dias em
cultura. O sobrenadante contendo as particulas virais foi coletado, filtrado com filtro

de 0,22 um, e ultracentrifugado por 28000 rpm por 1 hora e 30 minutos. Os pellets
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foram ressuspendidos em PBS/BSA 1%, distribuidos em aliquotas de 40uL e
estocados a -80°C. As CTDAh foram transduzidas com o sobrenadante contendo as
particulas virais e 10ug/ul de Brometo de Hexadimetrina (Polibreno, Sigma H9268).
O meio utilizado para a transducéo das células foi trocado a cada 24 horas durante
trés dias. ApoOs este periodo, foi adicionado as culturas a puromicina (Sigma 1
P9620), para selecdo das células, em uma concentracdo final de 10 mM. A
expressao da luciferase foi observada utilizando o sistema de imagem IVIS Lumina Il

(Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA, USA).

3.3.5 Imagem por bioluminescéncia - Imagem in vitro

Para determinar a bioluminescéncia nas culturas in vitro, as células
transduzidas foram plagueadas em placas de 24 pocos em uma concentracdo de
30.000 células/poco com meio de cultura, na presenca da D-Luciferina (150 pg/mL).
A intensidade de luz das imagens foi obtida utilizando o sistema de imagem IVIS
LUMINA 1l em um campo de captura de 12,7 x 12,7 cm. A bioluminescéncia foi
medida na placa em uma série consecutiva de imagens de 30 segundos de
exposicao até a obtencdo da maior intensidade de sinal (mensuracdo em counts).
Para a analise foi determinada a regido de interesse (ROI), correspondente a area

total de um poco, e a quantificacdo da bioluminescéncia foi em fétons/segundo.

3.3.6 Inducé&o do trauma medular

Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (70mg/Kg/IM),
cloridrato de xilazina (10mg/kg/IM) e sulfato de atropina (0,05mg/kg/IP). A
manutencdo anestésica foi realizada com isoflurano em circuito anestésico com

oxigénio 100%. Para minimizar o edema pulmonar neurogénico decorrente da lesao,



64

foram feitas duas aplicacfes de furosemida (4mg/kg), sendo uma pré-operatoria e
outra logo apoés a inducéo da leséo.

Os animais foram mantidos em decubito ventral, apés a tricotomia e
antissepsia foi realizada incisdo de pele de 5,0 cm 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
subperiosteal da musculatura paravertebral, com uso de lamina de bisturi n.° 11.

A décima vértebra toracica (T10) foi identificada por contagem dos arcos
costais, nela foi realizada laminectomia, e em seguida foi inserido e conduzido
cranialmente o baldo do cateter Fogarty n 3 no espaco epidural até o segmento
medular T8.

A compressao medular foi por preenchimento do baldo com 80 pL de volume

de solugao salina durante 5 minutos (Figura 3.1).

Figura 3.1- Inducdo do trauma medular. Laminectomia em rato Wistar e exposi¢do da
duramater (A). Posicionamento do cateter Fogarty n° 3 (B). Cateter Fogarty preenchido com
80 pL de volume de solugéo salina (C).

A integridade do baldo do cateter foi testada fora do animal, antes e
imediatamente ap6s a compressao medular. Em caso de ruptura do baldo, o cateter

era substituido, sendo realizada nova compressdo medular durante cinco minutos.
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A aproximacao da musculatura foi realizada com fio poliglactina 910 4-0, em
padrdo de sutura ancorada de Ford, posteriormente foi realizada a dermorrafia com

mononailon 3-0, seguindo o0 mesmo padrao de sutura.

3.3.7 Cuidados pos-lesdo medular

Ao término do procedimento cirargico e por mais trés dias foi administrada
enrofloxacina a cada 24 horas (10mg/Kg) por via intramuscular. Apos a recuperagao
anestésica e por mais trés dias foi realizada analgesia com sulfato de morfina a cada
6 horas (5mg/Kg) por via subcutanea. Diariamente, durante 90 dias, em média a
cada seis horas, foram realizados esvaziamentos manuais da bexiga urinaria dos

animais pertencentes aos Grupos A, B e C.

3.3.8 Avaliacao do padréo miccional
Durante o esvaziamento das bexigas urinarias foi avaliada a presenca de
hematuria, incontinéncia por retencdo com hiperfluxo ou incontinéncia por flacidez

de esfincteres vesicais.

3.3.9 Avaliagdo motora dos membros pélvicos

Os animais foram avaliados em campo aberto 24 horas apés a lesdao medular.
A perda total de motricidade em membros pélvicos foi critério de inclusao.
Diariamente, durante 90 dias, foram realizadas avaliacbes motoras. A escala
adotada foi a de BBB (BASSO et al., 1995). Esta escala é dividida em pontuacdes
de zero a 21, sendo zero igual a paraplegia e 21 igual a consistente coordenacéo na

caminhada; paralelismo entre os membros durante apoio e elevacdo dos dedos;
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estabilidade consistente do tronco e cauda levemente elevada durante locomocao
(Anexo C).

As avaliacbes foram realizadas pelo mesmo avaliador, ndo cego, em campo
aberto. Os somatdrios das pontuacdes dos ratos de cada grupo foram comparados e

avaliados estatisticamente.

3.3.10 Transplante das CTDAh no espaco epidural

Os transplantes foram realizados no sétimo e décimo quarto dias apds a
lesdo medular. No transplante foram utilizadas 1,2x10° CTADh da terceira
passagem, diluidas em 50 pl de meio de cultura. As células foram aplicadas no
espaco epidural com agulha acoplada a seringa de Hamilton. A agulha foi inserida

no espaco epidural e mantida firmemente (Figura 3.2).

Figura 3.2- Transplante de CTDAh no espaco epidural de rato Wistar com lesdo medular.
A cada minuto 10 ul era aplicado e ap0s a injecdo dos 50 pl, a agulha foi
mantida no espaco epidural durante 5 minutos para impedir qualquer refluxo. Os

animais do grupo controle receberam 50 pl do meio de cultura.
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Nove animais (14,3%) foram transplantados com células transduzidas e

receberam por via intraperitoneal 150 mg/kg de luciferina (substrato da luciferase).

3.3.11 Imagem por bioluminescéncia - Imagem in vivo

ApOs os transplantes, a localizacdo e sobrevivéncia das CTDAh foram
avaliadas por imagens de bioluminescéncia in vivo em animais dos grupos B (n=5) e
C (n=4), animais do Grupo A ndo foram avaliados porque nédo receberam células,
apenas meio de cultura.

A intensidade de luz foi detectada com o sistema de imagem in vivo (IVIS®
LUMINA II; Xenogen, Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA, USA) o qual consiste
em uma camera escura onde o animal € posicionado e recebe oxigénio e anestésico
inalatorio. A imagem € capturada por uma camera de alta sensibilidade (CCD)

(Figuras 3.3 e 3.4).
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Figura 3.3- Estrutura do IVIS® Lumina Il System (A). Processamento de imagem baseado
em Bioluminescéncia (B).
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Figura 3.4- Rato Wistar com lesdo medular mantido sob anestesia apds transplante de
CTDAh com células marcadas (A). Equipamento IVIS Lumina, utilizado para avaliacdo pos-
transplante das CTDAh in vivo por meio de bioluminescéncia.

A D-luciferina (150 mg/kg) foi aplicada via intraperitoneal nos ratos 5 minutos
antes da obtencdo da imagem. Os ratos foram anestesiados com isofluorano
durante a aquisicdo da imagem (Figura 3.5), e foram posicionados na camera em
decubito ventral e utilizado um campo de captura de 12,7 x 12,7cm. Uma série de
imagens foi adquirida até a obtencdo da maior intensidade de sinal (mensuracdo em
counts). O sinal foi quantificado como fétons/segundo usando o software
LIVINGIMAGE (versao 4.5) (Xenogen). A quantificacdo da intensidade de
bioluminescéncia das células foi avaliada em fotons/segundo, os fotons foram
obtidos de uma regido de interesse, a qual foi mantida constante em area e
posicionamento em todos 0s experimentos. A intensidade do sinal das células

transplantadas foi medida no sétimo e décimo quarto dias pds-leséo.
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Figura 3.5- Imagem representativa da injecdo de luciferina por via intraperitonial em rato
Wistar com lesdo medular apés transplante das CTDAh transduzidas.

3.3.12 Eutanasia dos animais

No 90° dia pds-lesdo medular, todos os animais pertencentes aos Grupos A,
B e C foram submetidos a eutanasia. Os animais foram anestesiados com cloridrato
de cetamina (70 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/Kg) por via intramuscular e
mantidos com isofluorano em circuito anestésico com oxigénio 100%, apdés incisédo
de pele e resseccdo do esterno, foi feita a canulacdo do é&pice do ventriculo
esquerdo com agulha fina e pequena incisdo na auricula direita e foram infundidos,
por bomba infusora, 150 mL de solucdo salina isotbnica seguida de 350 mL de

paraformaldeido a 4% refrigerado.

3.3.13 Analise histoldgica da bexiga urinaria e da medula espinhal

Apdbs os animais serem submetidos a eutanasia, foram realizadas necropsias

e coletas das bexigas urinarias e dos segmentos medulares lesionados. Estes
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materiais bioldgicos foram acondicionados individualmente em recipientes contendo
formol a 10%. Depois de retirados do formol e lavados com agua corrente por 15
minutos, os espécimes foram cortados em dois niveis da bexiga urinaria (colo e
corpo vesicais) e no epicentro da lesdo medular.

Em seguida foram desidratados com alcool, diafanizados em xilol, submetidos
a inclusdo com formacédo dos blocos de parafina e seccionados com micrétomo a
uma espessura meédia de 4 um.

Foram realizadas duas laminas histolégicas de cada bexiga urinaria. A
primeira foi corada com Hematoxilina-Eosina (HE) para avaliacdo global dos cortes
de tecido, enquanto a segunda pelo tricromico de Masson (TM) para avaliacdo das
fiboras colagenas existentes. Para avaliacdo histologica da medula espinhal foi
utilizada a coloracdo de HE. A andlise dos cortes histolégicos foi realizada sem o
conhecimento prévio do patologista.

Com o uso do software DP2-BSW OLYMPUS, as imagens das laminas
histol6gicas foram digitalizadas. O software IMAGE PRO-PLUS foi utilizado para
aferir oito espessuras de paredes das bexigas (Figura 3.6), sendo quatro da regiao

do colo vesical (regido A) e quatro da regiao do corpo (regido B).
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Figura 3.61 Imagem da espessura da regido A (colo vesical) da parede vesical de rato
submetido a trauma medular. Espessura aferida com o uso do Software IMAGE PRO-PLUS.

O mesmo software foi utilizado em cada imagem histolégica de medula

espinhal para afericdo da area medular (Figura 3.7)
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Figura 3.7- Imagem da area de medula espinhal de rato submetido a trauma medular. Area
aferida com o uso do Software IMAGE PRO-PLUS.

Realizou-se a avaliacdo qualitativa das bexigas utilizando como critérios a
inflamacéo e a hemorragia na coloracdo HE, e deposicéo de colageno na coloracéo
TM. Os parametros utilizados para inflamacdo e hemorragia foram presente e
ausente. Para a deposicdo de colageno classificou-se como ausente, quando nao
haviam fibras depositadas; leve quando a deposicdo de fibras coldgenas era em
pequena quantidade, caracterizada por fibras depositadas em meio aos fibroblastos
proliferados; moderada quando a deposicdo formava feixes de fibras espessas,
intercaladas com areas de tecido conjuntivo frouxo e fibroblastos proliferados; e
intensa, quando havia grande deposicéo de fibras colagenas, constituindo feixes de
fiboras espessas, compactamente arranjadas em meio a fibroblastos proliferados e

sem areas de tecido conjuntivo frouxo (GARROS et al., 2006; MAIA et al., 2006).
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3.3.14 Analises estatisticas

Para a analise estatistica dos dados de motricidade e colagenizacao entre os
grupos foi utilizado o teste de Kruskal-Wa | | i s, com posterior
analise estatistica dos dados de bioluminescéncia entre e dentro dos grupos foi
utilizado o teste t. Os dados foram demonstrados em medianas. Na analise dos
dados de avaliagdo da motricidade e incontinéncia foi utilizado o teste do Qui-
quadrado. Para analise dos dados de espessura da bexiga foi utilizado ANOVA
(one-way) seguido de teste de Bonferroni. O nivel de significancia adotado foi 5%
(a=0,05). Todos os calculos foram realizados utilizando o Software estatistico

GraphPad Prism version 5.00 for Windows, San Diego i Califérnia, EUA.

3.4 RESULTADOS

3.4.1 Viabilidade das CTDAh
A viabilidade média das células utilizadas no primeiro transplante (sete dias
apos a lesdo medular) foi de 97,5% enquanto para o segundo transplante (quatorze

dias apos a lesdo medular) foi de 98,7%.

3.4.2 Mortalidade durante e apds lesdo medular
Neste estudo evidenciou-se uma taxa de mortalidade de aproximadamente
38,2%, sendo as principais causas 0 edema pulmonar neurogénico, de 35,3%

(n=36) (Figura 3.8) e a retencao urinaria de 2,9% (n=3).

e s
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Figura 3.8- Imagem representativa de rato Wistar com epistaxe e hemoptise pés-lesédo
medular (A). Aspecto macroscopico do edema pulmonar neurogénico pds-lesdo medular (B).

3.4.3 Avaliacado do padrédo miccional

Apoés a inducdo do trauma medular, 100% (n=63) dos animais manifestaram
retencdo urinaria, sendo observada hematuria macroscopica em 87,3% (n=55).
Durante quatro dias, em média, em 4,7% (n=3) ocorreu retencdo urindaria nao
responsiva a massagem vesical e apds tentativa de esvaziamento vesical por
cistocentese, 0s animais evoluiram para 6bito.

O débito urinario ndo foi mensurado, porém notou-se que parte dos animais
recuperou a continéncia urinaria, uma vez que a bexiga encontrava-se vazia no
momento dos esvaziamentos vesicais manuais. A recuperacdo nao foi observada
nos animais do Grupo A (controle), mas foi verificada em 66,66% (n=14) dos animais
do grupo B, e em 61,9% (n=13) dos animais do Grupo C (Figura 3.9).

A recuperacédo da continéncia urinaria nos grupos B e C ocorreram nove dias,
em media, ap0s o segundo transplante. Houve diferenca significativa entre os

bY

grupos em relacdo a incontinéncia e nos Grupos B e C verificou-se uma melhor
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resposta do que no grupo A (p<0,01). Nao houve diferenca significativa entre os

Grupos B e C (p>0,05).

3.4.4 Avaliacdo motora dos membros pélvicos

Antes da inducdo do trauma medular 100% (n=63) dos animais apresentavam
deambulacéo normal, que corresponde a pontuacao 21 (maxima) da escala BBB.

Apds a inducdo do trauma medular, todos 0s animais apresentaram
paraplegia, que corresponde a pontuacao zero (minima) da escala BBB. Os animais
do Grupo A mantiveram o quadro de paraplegia durante os 90 dias do estudo, porém
cinco animais (23,8%) do Grupo B e quatro (19,0%) do Grupo C apresentaram
melhora parcial da motricidade (Figura 3.9). Para estes animais a melhora foi

gradativa e linear, ndo ocorrendo retrocesso do quadro locomotor.
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Figura 3.9- Avaliacdo motora e da continéncia urinaria em ratos submetidos a trauma
medular, apés duas aplicacdes de meio de cultura (Grupo A), ou duas aplicacdes de células-
tronco (Grupo B), ou uma aplicacdo de corticoide associada a duas aplicacdes de células-
tronco (Grupo C).
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O inicio da recuperacdo parcial da motricidade nos animais do Grupo B
ocorreu, em média, 11 dias apos o segundo transplante. O melhor escore (mediana
de 5,5) deste grupo ocorreu, em meédia, apds 21 dias do segundo transplante. No
grupo C o inicio da recuperacao parcial da motricidade ocorreu, em média, nove dias
apos o segundo transplante. O melhor escore (mediana de 5,0) ocorreu, em média,
apos 17 dias do segundo transplante (Tabela 3.1). Nao houve diferenca significativa
(p>0,05) entre os grupos que recebram células-tronco (B e C) em relacdo a
motricidade, porém houve diferenca na motricidade quando se compararam 0S grupos

B e C com A (p<0,01).

Tabela 3.1 7 Avaliagdo motora utilizando a escala BBB (BASSO et al., 1995) ao longo de 90
dias de analise de ratos submetidos a trauma medular, ap6s duas aplicagcbes de meio de
cultura (Grupo A), ou duas aplicacdes de células-tronco (Grupo B), ou uma aplicacdo de
corticoide associada a duas aplicagfes de células-tronco (Grupo C).

Grupo Escore BBB  Escore BBB Mediana de Inicio da Término da

Experimental antes da pés-leséo escores BBB  recuperacdo recuperacdo
lesdo medular apoés motora motora
medular estabilizacdo  (médias em (médias em
locomotora dias) dias)

Grupo A 21 0 0 N&o ocorreu -
n=21/
100%
Grupo B* 21 0 5,5 11 21
(n=51/23,8%)
Grupo C* 21 0 50 9 17

(n=4/ 19,0%)

*p<0,01 em relagéo ao grupo A.
Grupo A = grupo controle; Grupo B = grupo células-tronco; Grupo C = grupo células-tronco
associadas a corticoterapia.

3.4.5 Avaliagdo poOs-transplante das CTDAhI por biolumenescéncia

A avaliagdo da intensidade de bioluminescéncia é uma ferramenta para
confirmar o sucesso do transplante, tornando possivel avaliar, de forma néao
invasiva, a sobrevivéncia e distribuicdo das CTDAh transplantadas in vivo. Estas
células foram transduzidas e a avaliagdo in vitro demonstrou que o protocolo

utilizado foi efetivo (Figura 3.10).
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Figura 3.10- Sinal de bioluminescéncia das CTDAh transduzidas. Imagem in vitro, placa
contendo células-transduzidas na presenca de luciferase (2B) e pogo controle, células
transduzidas na auséncia de luciferase (5B).

Cinco minutos apds os transplantes, a localizacdo e sobrevivéncia das
CTDAh foram avaliadas por imagens de bioluminescéncia in vivo em animais dos
grupos B (n=5) e C (n=4), animais do Grupo A ndo foram avaliados porque nao
receberam células, apenas meio de cultura. As analises das imagens por
bioluminescéncia revelaram a distribuicdo celular e a intensidade do sinal (Tabela
3.2).

Tabela 3.2 - Avaliagdo por bioluminescéncia do fluxo total (fétons/segundo) de ratos

submetidos a trauma medular e duas aplicacdes de células-tronco (Grupo B), ou uma
aplicacao de corticoide associada a duas aplicacdes de células-tronco (Grupo C).

Grupo Experimental Média do fluxo total no Média do fluxo total no
primeiro transplante (7°d pos- segundo transplante (14°d
les&o) pés-leséo)
Grupo B* (n=5 / 23,8%) 6,06 x 10"+ 4,06x10’ 2,46 x 10"+ 3,64x10’
Grupo C** (n=4 / 19,0%) 4,17 x 10"+ 4,52x10’ 1,10 x 10°%+ 8,04x10°

* Grupo célula-tronco; ** Grupo célula-tronco associada a corticoterapia.
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Em ambos os grupos (B e C), na maioria dos animais, as células
transplantadas estavam distribuidas ao longo do espaco epidural e migraram para o
sitio da lesdo. Na avaliacdo, foi observado um sinal intenso de bioluminescéncia no
local da infusdo de células, indicando a presenca das células no local do transplante
(Figura 3.11).

Grupo B

Radiance Radiance
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Figura 3.11- Imagens de bioluminescéncia. Sinal de bioluminescéncia das CTDAh
transduzidas transplantadas no espaco epidural de ratos adultos, sete e quatorze dias apos
a lesdo medular. Animais representativos dos grupos B e C. Presenca das células no local
do transplante apds a primeira infusdo de células (7° dia apds lesdo medular) (A). Gréaficos
demonstrando a média da contagem de fotons/segundo nestes animais (B).
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Em dois animais do Grupo B e em um animal do Grupo C foi observada a
presenca de CTDAh nos pulmdes (fig. 3.12).

Radiance
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Figura 3.12- Imagem de bioluminescéncia nos pulmfes. Sinal de bioluminescéncia das
CTDAh transduzidas transplantadas no espaco epidural e presentes nos pulmdes de rato
adulto, sete dias apo6s a lesdo medular. Animal representativo do grupo B. Presenca das
células nos pulmdes apoés a primeira infusao de células (7° dia apos lesdo medular).

Em um dos animais do grupo C, apés a andlise do sinal de bioluminescéncia
in vivo, no 16°dia apos a lesdo medular, o animal foi a 6bito e a medula espinhal foi
extraida. Nova andlise foi realizada demonstrando a presenca das CTDAh no local

da lesado (Figura 3.13).



80

Radiance

(phaciomfsr)

Color Scale
Min = 6, 24ed¢
Max = 1,858

Figura 3.13- Andlise do sinal de bioluminescéncia da medula espinhal de um animal do
grupo C, que foi a ébito no 16° dia ap6s lesdo medular. Nota-se intensa adeséo das células
em areas com lesdo medular.

Logo ap6s o primeiro transplante (7° dia pds-lesdo) ndo ocorreu diferenca
significativa (p>0,05) na emisséo de fluxo total (fétons/segundo) entre os Grupos B e

C (Figura 3.14).
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Figura 3.14- Resultados referentes a emissao do fluxo total (fétons/segundo) dos Grupos B
e C apos o primeiro transplante de células transduzidas.
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Na mensuracdo da emisséo de fluxo total (fétons/segundo) ap6s o segundo
transplante (14° dia pés-lesdo) ndo ocorreu diferenca significativa (p>0,05) entre os
Grupos B e C (Figura 3.15). O Grupo C emitiu maior intensidade de sinal,

representada pelo maior numero de fétons/segundo.

2.51 1008+
2.0l 1098+
o
7 1.51 10084
@
s
= 1.0l 1008+ e e e e e
0 e
mememe e e e e
_ - e e e
5.0 1007 e
: mememe e e e e
e e e
..................  SE— e e e
0 e

Q O

Figura 3.15- Resultados referentes a emissao do fluxo total (fétons/segundo) dos Grupos B
e C apos o segundo transplante de células transduzidas.

Na comparacdo entre o primeiro e o segundo transplante dos animais do
Grupo B (Figura 3.16) e do Grupo C (Figura 3.17), percebeu-se que ndo ocorreu
diferenca significativa entre os transplantes, a intensidade de sinal, representada por

fétons/segundo foi estatisticamente similar.
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Figura 3. 16- Resultados referentes a emissao do fluxo total (fétons/segundo) apés o 1° e 2°
transplantes nos animais que receberam células transduzidas do Grupo B.



82

2.5] 1098+
2.01 10984 -
Y
7] 1.51 10°8=
[72)
s
= 1.01 1008
0 -
5.01 1007
SR
C g S :-E-M-:-ﬂ-:-ﬂ- o e e
A

Figura 3.17- Resultados referentes a emissao do fluxo total (fétons/segundo) apés o 1° e 2°
transplantes nos animais que receberam células transduzidas do Grupo C.

3.4.6 Avaliacdo histoldgica da bexiga urinéaria

3.4.6.1 Imagem histopatolégica da bexiga urinéria

Os espécimes das bexigas urinérias estavam histologicamente similares nos
Grupos A (Figura 3.18), B (Figura 3.19) e C (Figura 3.20). A submucosa foi
distinguida da mucosa pela lamina muscular da mucosa. O musculo liso que
compreende a tunica muscular (musculo detrusor) era mais obliquo, entrelacado e
escasso em camadas circulares especificas. Neoformacdes vasculares e areas de

necrose ou de hemorragia ndo foram observadas. Os infiltrados inflamatérios foram

ocasionais.
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Figura 3.18- Aspecto histologico de corte transversal de bexiga urinaria de rato submetido a
lesdo medular, pertencente ao Grupo A (Controle). Notam-se aspectos de normalidade.
Coloragéo de HE.

Figura 3.19- Aspecto histologico de corte transversal de bexiga urinaria de rato submetido a
lesdo medular, pertencente ao Grupo B (Grupo células-tronco). Notam-se aspectos de
normalidade. Coloragéo de HE.
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Figura 3.20- Aspecto histolégico de corte transversal de bexiga urinaria de rato submetido a
lesdo medular, pertencente ao Grupo C (Grupo corticoterapia e células-tronco). Notam-se
aspectos de normalidade. Coloragéo de HE.

3.4.6.2 Grau de colagenizacédo da parede vesical

Foram analizadas oito areas da bexiga urinaria, sendo quatro do colo vesical
(regido A) e quatro do corpo da bexiga urinaria (regiao B).

Todos os animais apresentaram deposicao de colageno. Em todos os grupos
ocorreu predominio do grau leve de colagenizacdo: deposicao de fibras colagenas
em pequena quantidade, caracterizadas por fibras depositadas em meio aos
fibroblastos proliferados.

Na regidao A nao ocorreu diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos A e
B, mas ocorreu diferenca significativa (p<0,001) quando o Grupo C foi comparado

aos Grupos A e B. (Figura 3. 21).
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Figura 3.21- Resultados referentes aos graus de colagenizagdo da regido A da bexiga
urinaria de ratos submetidos a trauma medular dos Grupos A (grupo controle); Grupo B
(Grupo células-tronco) e Grupo C (Grupo corticoterapia e células-tronco). Teste de Kruskal-
Wal lis, com posterior teste de Dunnoés. Os

Na regido B n&o ocorreu diferenca significativa entre os grupos A e B
(p>0,05), e B e C (p>0,05), mas ocorreu, diferenca significativa (p<0,05) entre os

Grupos A e C (Figura 3.22).
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Figura 3.22- Resultados referentes aos graus de colagenizacdo da regido B da bexiga
urinaria de ratos submetidos a trauma medular dos Grupos A (grupo controle); Grupo B
(Grupo células-tronco) e Grupo C (Grupo corticoterapia e células-tronco). Teste de Kruskal-
Wallis, com posterior teste de Dunnoés. Os
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3.4.6.3 Afericdo da espessura da parede vesical

Com o uso do Software DP2-BSW OLYMPUS, as imagens das laminas
histologicas foram digitalizadas, e com o uso do Software IMAGE PRO-PLUS oito
espessuras de parede vesical foram mensuradas, sendo quatro da regido do colo
vesical (regido A) e quatro da regido do corpo (regido B).

Foi realizada a soma das oito espessuras, e estatisiticamente ndao ocorreu
diferenca significativa (p>0,05) entres as espessuras vesicais dos animais dos

Grupos A, B e C (Figura 3.23).

1500-
1000+ —_—
uM
Ry
rm
e e e
5004 e
e
S
S
S
S
S
e
C ) )
e O

Figura 3.231 Resultados referentes as espessuras das Regifes A e B das bexigas urinarias
de ratos submetidos a trauma medular dos Grupos A (grupo controle); Grupo B (Grupo
células-tronco) e Grupo C (Grupo corticoterapia e células-tronco). Para andlise dos dados de
espessura da bexiga foi utilizado ANOVA (one-way) seguido de teste de Bonferroni.
(a=0,05).

3.4.7 Avaliacao histoldgica da medula espinhal

3.4. 7.1 Imagem histopatologica da medula espinhal

Nos cortes histologicos do epicentro das lesées medulares dos Grupos A, B e
C verificou-se corpos neuronais distribuidos de modo irregular, areas de necrose,
vacuolizacdo, diminuicdo de neurbnios motores e ruptura do parénquima medular

(Figura 3.24). Nas medulas espinhais dos grupos B e C foi observada com maior
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facilidade a substancia branca, organizada em feixes de fibras nervosas
ascendentes e descendentes, e apenas algumas dessas fibras ingressando na
substancia cinzenta. Contudo, foi possivel observar a substancia cinzenta como um
H disforme. Os cornos medulares foram identificados apesar de também estarem

disformes.

Figura 3.24- Corte histolégico de medula espinhal de rato submetido a trauma medular. No
epicentro da compressdo medular nota-se necrose e vacuoliza¢do (seta), corpos neuronais
distribuidos de modo irregular, diminuicdo de neurbnios motores e ruptura do parénquima
medular (estrela).

As analises histolégicas do epicentro da lesdo das medulas espinhais
revelaram maior percentual de tecido lesado e menor concentragdo de neuropilos
nos animais do Grupo A (Figura 3.25), se comparados aos dos Grupos B (Figura

3.26) e C (Figura 3.27).
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Figura 3.25- Aspecto histologico de corte transversal do epicentro da lesdo medular de
animal pertencente ao Grupo A. Notam-se corpos neuronais distribuidos de forma irregular
(setas amarelas) e significativos espacamentos na substéncia branca compativeis com
necrose (estrelas) e pouca concentracdo de neurépilos (setas brancas). Coloracdo HE.

400x.
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Figura 3.26- Aspecto histologico de corte transversal do epicentro da lesdo medular de
animal pertencente ao Grupo B. Notam-se corpos neuronais distribuidos de forma irregular
(setas amarelas) e espacamentos na substancia branca compativeis com necrose (estrelas)
e pouca concentracdo de neuropilos (seta branca). Coloragédo HE. 400x.
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Figura 3.27- Aspecto histologico de corte transversal do epicentro da lesdao medular de
animal pertencente ao Grupo C. Notam-se corpos neuronais distribuidos de forma irregular
(seta amarela) e espagamentos na substancia branca compativeis com necrose (estrelas) e
pouca concentragdo de neuropilos (setas brancas). Coloracdo HE. 400x.

3.4.7.2 Afericdo da area medular

Com o uso do Software DP2-BSW OLYMPUS, as imagens das laminas
histologicas foram digitalizadas, e as areas das medulas espinhais foram aferidas
com o uso do Software IMAGE PRO-PLUS.

Os calculos das areas medulares de animais dos Grupos A, B e C revelaram

gue ndo ocorreu diferenca significativa entre eles (Figura 3.28).
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Figura 3.28- Resultados referentes as areas medulares de ratos submetidos a trauma
medular dos Grupos A (grupo controle); Grupo B (Grupo células-tronco) e Grupo C (Grupo
corticoterapia e células-tronco). Para andalise dos dados das areas medulares foi utilizado
ANOVA (one-way) seguido de teste de Bonferroni. O nivel de significancia adotado foi 5%

(a=0,05).

3.5 DISCUSSAO

No presente estudo, foi realizado o isolamento e cultivo das CTDAs humanas
para aplicagcdo em modelo de lesdo espinhal compressiva. As CTDAh foram isoladas
utiizando o método de digestdo enzimética, conforme Strutt et al. (1996). As
viabilidades celulares obtidas no primeiro e segundo transplantes estdo de acordo
com os estudos de Rebelatto et al. (2008).

Os preceitos de padronizacdo da genética, estado sanitario e do ambiente da
espécie analisada, a observacdo de condicdbes adequadas no transporte,
aclimatacdo, enriquecimento do ambiente, treinamento de técnicos em
experimentacdo animal, gestdo de informacdo, biosseguranca, dieta, anestesia,
cuidados poOs-operatorios, analgesia e eutanasia foram seguidos neste estudo. Estas
etapas fundamentais visaram a obtencdo de resultados com alto grau de acuidade,

alto nivel de reprodutibilidade e precisédo. Os preceitos seguidos neste estudo foram
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baseados em Damy et al. (2010), que com o objetivo de contribuir & pesquisa em
cirurgia experimental, apresentaram uma analise dos principais parametros exigidos
a serem observados pelos comités nacionais e internacionais de ética e bem-estar
animal, cujo cumprimento é pré-requisito para publicacdo em periodicos de
circulacao internacional.

O modelo experimental de lesdo medular aplicado foi similar ao usado por
Leal Filho et al. (2005) e Carvalho (2011), e mostrou-se simples, econdmico, eficaz e
reprodutivel. Foi critério de inclusdo a paraplegia em todos os animais, e conforme
ocorrido nos estudos de Silva (2012), se o preenchimento do baldo do cateter
Fogarty for de 80 €L de volume de sol u-«o
paraplegia sem melhora espontanea e progressiva.

A compress«o de 80 eL durante 5 minuto
edema pulmonar neurogénico, sendo causa de 6bito em 35,3%. Esta intercorréncia
ocorre devido a grande ativacdo simpética que causa aumento de pressao arterial,
ativacao barorreflexa e redistribuicdo de sangue dos vasos esplancnicos para o leito
vascul ar pul monar (GEDh et al. 2009).

A mortalidade verificada neste estudo foi considerada de indice médio, porém
sem inviabilizar o modelo de lesdo medular, pois resultou em paraplegia em todos os
animais sem melhora espontanea e progressiva.

Outra causa de O6bito foi consequente a retencdo urinaria (2,9%), casuistica
similar a encontrada por Silva (2012) que teve 42,5% de oObito, sendo 30% por
edema pulmonar neurogénico e 12,5% por retencéo urinaria. O modelo de leséo
medular foi idéntico, ambos usaram cateter Fogarty n° 3, compressdo com 80 pL
durante 5 minutos, com lesdes produzidas em regido toracolombar. Nesta regido ha

predominio de neurbnios motores superiores (NMS) que séo responsaveis pela
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modulacdo sinaptica da regido, e que normalmente possuem efeitos inibitérios. Se
lesados e de acordo com a gravidade da lesdo, clinicamente percebe-se
espasticidade de membros e de esfincteres, inclusive os vesicais, razdo pela qual
pode ocorre incontinéncia urinaria por retencdo com hiperfluxo (SHARP e
WHEELER, 2005).

Além da retencdo urinaria, foi observada a presenca de hematuria por um
periodo de, em média, quatro dias. Esta atribui-se a ruptura de vasos vesicais,
distensdo da parede vesical, somada ao aumento da pressao intravesical gerada
pela compressao manual necessaria ao esvaziamento. As alteracdes histologicas na
fase aguda da lesdo medular evidenciam importante comprometimento vesical,
sendo essa uma alteracdo sistémica de relevancia em lesados medulares (MEYER
et al. 2003).

Antibioticoterapia e compressdes vesicais diarias foram suficientes para evitar
cisitites bacterianas e alterac6es histologicas, resultados que corroboram aos
encontrados por Kaminski (2011), Rodrigues et al. (2011) e Silva (2012).

A cateterizacdo é tecnicamente dificil em ratos, especialmente em fémeas.
Foi optado por este sexo porque sdo0 menos agressivas e mais faceis de manusear
durante as compressdes vesicais manuais, consideracdes que confirman as analises
de Mert et al. (2011).

Os corticoides como o0 succinato sédico de metilprednisolona, sé&o
amplamente utilizados no tratamento da lesdo medular, apesar dos mecanismos de
acdo nao serem bem entendidos, nem totalmente aceitos. Esta classe
medicamentosa € considerada tratamento padrdo para a lesdo medular aguda em
humanos e pacientes veterinarios (RABCHEVSKY et al., 2002; ARIAS et al., 2007;

GREEN e BOSCO, 2008; WEBB et al.,, 2010). A dose e a via de administracédo
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usadas neste estudo foram as mesmas usadas por Tebet et al. (2003) e Carvalho et
al. (2011). Tebet et al. (2003) perceberam melhora da funcdo locomotora em
comparacao com o grupo controle, diferente dos resultados relatados por Carvalho
(2011). Vialle et al. (2007) fizeram uso de corticoide em rato Wistar com leséo
medular e perceberam que a corticoterapia ndo contribui na preservacao de tecido
neuronal.

Para Fitzmaurice (2011) e Kaminski (2011), os tratamentos farmacolégicos
existentes para a lesdo medular sdo paliativos, ndo sendo capazes de reverter o
dano neurolégico, pois ndo possuem efeito neuroregenerativo. Estudos comprovam
a capacidade das CTM em estimular a remielinizacéo e a angiogénese (POLL et al.,
2008; MEIRELLES et al., 2009; UCCELLI et al., 2011; QUERTAINMONT et al.,
2012). Outros ainda comprovam que as CTM sado capazes de se diferenciarem em
células neuronais ndo somente in vitro, mas também in vivo ap6s o transplante
(GRECO et al., 2008; XU et al., 2010), o que a torna o transplante de CTM uma
opcéo viavel para a substituicdo de neurdnios lesados.

Contudo, ainda é vista como uma terapia ainda nao consolidada (KAMINSKI,
2011). Neste estudo, apesar do uso de células heterdlogas, observou-se discreta
melhora da funcionalidade locomotora, resultados também observados por Azari et
al. (2010), Pal et al. (2010) e Rodrigues (2011); e por Carvalho (2011) e Kaminski
(2011) com células autodlogas.

O presente estudo demonstrou que houve melhora clinica nos ratos que
receberam transplante de células no sétimo e décimo quarto dias apds a lesdo
medular, indicando que a resposta inflamatéria aguda pods-lesdo ndo afetou as
células transplantadas (HOFSTETTER et al, 2002; PAL et al., 2010). E que

possivelmente, conforme os estudos de Quertainmont et al. (2012) e Araujo (2013)
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ocorreu nos animais que receberam transplante de células atenuacao significativa
da resposta inflamatoria; diminuicdo da imunorreatividade dos astrdcitos e maior
ativacao de células-tronco enddgenas.

Kurozumi et al., (2004), Lu et al.,, (2005) e Quertainmont et al., (2012),
provaram que CTM sao capazes de secretar fatores de crescimento e citocinas,
como o fator de crescimento neural (NGF), fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), além do aumento da
expressao de citocinas anti-inflamatérias como IFN-y e IL-10. Estas citocinas e
fatores tréficos podem ter um efeito benéfico apdés a lesdo espinhal sobre a
reparacao e reorganizacao das conexdes neuronais; na inducao de regeneracao; no
estimulo a neurogénese; no crescimento axonal; na reducdo da resposta
inflamatoria e na protecao do tecido.

A reducdo significativa da reatividade dos astrécitos nos animais tratados com
CTM, observado por Araudjo (2013) sugere que as CTM podem ter reduzido a
resposta dos astricitos; e por consequéncia, podem agir reduzindo os efeitos
inibitérios do tecido cicatricial proporcionando um ambiente mais permissivo para a
extensdo axonal.

Segundo Ronaghi et al. (2010), o recrutamento de células-tronco neurais
enddégenas pode ser uma alternativa para o tratamento da lesdo medular, por ser
uma estratégia ndo invasiva e que evita a necessidade de imunossupressao. Araljo
(2013) mostrou atraveés de seus estudos que os grupos tratados com as CTM
apresentaram quantidade maior de ceélulas-tronco neurais no local da leséo do que
nos grupos controles. Assim, o transplante de CTM pode ter influenciado o ambiente
de lesdo para fornecer fatores de crescimento e sinalizacdo para a proliferacdo de

células-tronco enddgenas conforme preconizado por Urdzikova et al. (2006) e Rossi
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et al. (2010). Wu et al. (2003) mostraram a recuperacéao funcional apos o transplante
de CTM no momento da lesdo e atribuiu isso a diferenciacdo aumentada de células-
tronco neurais enddgenas.

Neste estudo a recuperacdo motora foi precoce e significativamente melhor
em grupos tratados com CTMh, resultados que corroboram os estudos de Cho et al.
(2009), que indicam que a acdo paracrina é a principal contribuicdo desta
modalidade terapéutica.

As analises morfométricas do presente estudo nédo indicaram diferencas
significativas sobre a area de lesdo nos animais tratados com CTM. Resultados
semelhantes foram descritos por Yoshihara et al. (2006), Abrams et al. (2009) e
Araudjo (2013) que também n&o observaram reducao significativa do tamanho da
les@o decorrentes do trauma medular em ratos tratados com CTM. Em contrapartida,
outros estudos relataram reducéao significativa da area de lesdo e maior preservacao
da substancia branca em animais tratados, indicando efeito neuroprotetor dessas
células (ANKENY et al., 2004; BAKSHI et al., 2006; URDZIKOVA et al., 2006).

Foi demonstrado que € possivel utilizar a bioluminescéncia para monitorar as
células transplantadas de uma forma nao invasiva na medula espinhal do rato
lesionado. No presente estudo verificou-se migracdo e adesdo das células
transplantadas para o local lesionado, porque nas analises de bioluminescéncia in
vivo e na medula espinhal analisada ap6s 48h do transplante observou-se grande
intensidade de fluorescéncia. A migracdo de células para o local da lesdo também
foi relatada por Pal et al. (2010). Os resultados de bioluminescéncia foram similares
aos relatados por Okada et al. (2005) e Roet et al. (2012).

Apos o segundo transplante de CTDAh transduzidas (14° dia apés a leséao

medular), nos animais do grupo C, o sinal de bioluminescéncia observado foi maior
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comparativamente ao 7° dia. Alguns fatores poderiam contribuir para expressao
deste perfil de bioluminescéncia: a disponibilidade da luciferina para as células
transplantadas e a sobrevivéncia das células apos o transplante. Apés a lesdo em
medula espinhal, os vasos sanguineos sao danificados no sitio da lesdo. Os vasos
sanguineos ao redor do sitio da lesdo sdo recuperados por angiogénese nas
primeiras duas semanas.

Roet et al. (2012) sugeriam que a angiogénese facilita a captura da luciferina
pelas células transplantadas. O 14° dia corresponde com a recuperacdo do fluxo
sanguineo na lesdo e ao redor dela, aumentando a captura da luciferina pelas
células transplantadas e consequentemente um sinal mais intenso. A importancia da
disponibilidade da luciferina também é demonstrada pela diferenca entre o rapido e
alto sinal de bioluminescéncia observado apds a segunda injecdo comparada com
um sinal relativamente mais fraco da primeira injecdo. No primeiro transplante (7°
dia), possivelmente uma maior quantidade de citocinas inflamatdrias estavam no
local préximo a lesdo e as CTDAh (Grupos B e C) permaneceram neste sitio
inflamatoério. Por ndo haver uma imunossupressao prévia ao transplante, as CTDAh
atuaram mais eficientemente no local da leséo, suprimindo a resposta imune local.
No segundo transplante (14° dia), possivelmente o ambiente inflamatério estava
mais controlado, ndo havendo a necessidade de uma atuagdo mais intensa pelas
CTDAh, como no primeiro transplante.

A diferenca observada, embora néo estatiscamente significativa, quando
comparada as médias do sinal de bioluminescéncia, entre os grupos B e C no 14°
dia pode ser explicada devido ao ambiente inflamatorio e ao potencial de
imunomodulagdo das CTDAh. Estd bem descrito na literatura que a

imunossupressdo mediada pelas células-tronco mesenquimais requer a ativacao
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preliminar das células do sistema imune com a secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias como IFN-2, associadas ou ndo a TNF-U, IL-1U ou IL-1b (KRAMPERA,
et al., 2006; REN et al., 2008). O corticoide nos animais do grupo C diminuiu a
quantidade de células inflamatorias presentes na lesdo. No momento do transplante,
provavelmente a quantidade de citocinas inflamatérias, como IFN-o e TNF-U,
estavam em baixos niveis e as CTDAh transplantadas ndo se tornaram ativadas ou
nao permaneceram no local da lesdo no primeiro transplante, jA& no segundo
transplante ndo havia mais acdo do corticoide.

No animal onde foi possivel o0 monitoramento do sinal de bioluminescéncia no
7°, 14° e 30° dias ap6s a lesdo medular, observou-se uma grande reducdo na
intensidade do sinal no 30° dia. Outros autores também relatam declinio no sinal
luminescente apds os primeiros dias pds-transplante e que uma pequena quantidade
se integrou na medula espinhal (PEARSE et al., 2007; ROET et al., 2012).

Neste estudo os efeitos da terapia celular na recuperagdo da miccao foram
significativos, comprovando os resultados de Azari et al. (2010) e Silva (2012), no
entanto Park et al., (2010) ndo obtiveram os mesmos resultados favoraveis.

O uso de células-tronco associado a massagens vesicais influenciaram a
preservacao das estruturas histolégicas da bexiga urinaria, pois em nenhum grupo
foram percebidas alteracdes vesicais, resultados que corroboram os encontrados
por Silva (2012). Garros et al. (2006) e Maia et al. (2006) concluiram em seus
estudos que a alta colagenizacdo sugere beneficio no processo cicatricial. No
presente estudo o nivel de colagenizacao foi proximo entre 0os grupos, porém houve
diferenca do grupo controle para grupo célula-tronco associada a corticoterapia, o

mecanismo exato para essas melhorias permanece indefinido.
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O volume de células usado no transplante foi similar ao usado por All et al.
(2012) de 1,2x10° céls/aplicacdo. Pal et al. (2010) analisaram os efeitos de
5x10%céls/aplicacdo e 1,25x10° céls/aplicacdo e concluiram que a maior dose
proporcionou melhores resultados, porém, segundo estes mesmos autores, a
recuperacdo podera ndo ser um fendbnemo dose dependente, talvez o fator de maior
importancia seja 0 maior niumero de células que sobrevivam no local apés o
transplante.

A via de aplicacdo das células foi a mesma de Takahashi et al. (2011) e All et
al. (2012), a aplicacdo de células de forma descontinuada e a manutencéo da agulha
no espaco epidural apds a injecao para evitar refluxo possivelmente contribuiu para
os resultados de melhora de funcéo, conforme verificado por Pal et al. (2010) e All et
al. (2012).

A aplicacao de células apos sete dias seguiu modelo de Cho et al. (2009), Gu
et al. (2010) e Oh et al. (2011). A aplicacao das células apds este perido, seria para
evitar uma reacdao inflamatdria muito intensa logo apos a leséo, o que poderia levar a
perda de grande parte das CTDAh transplantadas, entretanto, Rodrigues (2011)
observou em seus estudos que o transplante de células foi mais eficaz para a
recuperacéao funcional de ratas Wistar com lesdo medular quando realizado pela via
de administracao local 1h apés a lesdo, quando comparado com a administracao na

cisterna magna e aplicacdo nove dias ap0s a lesao.
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3.6 CONCLUSAO

O uso de células-tronco derivadas do tecido adiposo associadas ou nao a
aplicacdo de succinato sodico de metilprednisolona contribui positivamente para a
melhora clinica em ratos Wistar apés lesdo medular compressiva.

O estudo com bioluminescéncia in vivo possibilita o monitoramento da
migracao celular.

O transplante de células-tronco é efetivo na recuperacdo da continéncia
urinaria.

A associacdo das ceélulas-tronco mesenquimais ao corticoide nao
demonstrou ser um tratamento mais eficiente comparado ao transplante isolado de

CTDAN.
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Pontificia Universidade Catolica do Parana

Nucleo de Bioética
Comité de Etica no Uso de Animais ANEXO A

Curitiba, 12 de maio de 2011.

PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

REGISTRO DO PROJETO: 601 — 12 verséao

TiTULO DO PROJETO: Corticoterapia e uso de células-tronco em ratos submetidos a leséo

requimedular

PESQUISADOR RESPONSAVEL: José Ademar Villanova Junior

EQUIPE DE PESQUISA:

José Ademar Villanova Junior, Rosangela Locatelli Dittrich, Paulo Roberto Slud Brofman, Carmen

Lucia Kuniyoshi Rebelatto, Alexandra Cristina Senegaglia e Leticia Fracaro

INSTITUIGAO:

Pontificia Universidade Catdlica do Parana

CENTRO / CURSO:

CCAA / Doutorado

ESPECIE DE ANIMAL SEXO IDADE / PESO CATEGORIA QUANTIDADE
Ratos Wistar Machos 20 semanas C 72
250-270g

O colegiado do CEUA em reunido no dia 12/05/2011, avaliou o projeto e emite o seguinte
parecer: APROVADO.

Obs.: Alterar para categoria “D”.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolé devem ser apresentadas ao CEUA-
PUCPR de forma.clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificado e as suas
justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicées, cabe ao pesquisador néo

inicia-la antes de receber a autorizagdo formal para a sua realizagdo. O documento que autoriza o

inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsavel da instituicdo e deve ser
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mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEUA em qualquer

tempo.
Lembramos ao pesquisador que é obrigatério encaminhar o relatério anual parcial e relatério

final da pesquisa a este CEUA.

Atenciosamente,

0
Prof* Gricinda-faria D°Almeida e Oliveira
Coordenadora Adjunta

Comité de Etica no Uso de Animais
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Plataforma Brasil - Ministério da Saude

Associacado Paranaense de Cultura - PUCPR

PROJETO DE PESQUISA ANEXO B

Titulo: CORTICOTERAPIA E USO DE CELULAS-TRONCO EM RATOS SUBMETIDOS A LESAO
RAQUIMEDULAR

Area Tematica:

Pesquisador: José Ademar Villanova Junior Versao: 1
Instituicao: Pontificia Universidade Catélica do Parana - CAAE:04257912.6.0000.0020
PUCPR

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Numero do Parecer: 67978
Data da Relatoria: 01/08/2012

Apresentacao do Projeto:

Sera coleto tecido adiposo (gordura) excedente de sete pacientes submetidos a cirurgia bariatrica e
dermolipectomia. Este tecido sera utilizado em 63 ratos com trauma medular que serdo divididos em trés
grupos.

Os ratos serdo divididos em:

Grupo | - 21 ratos submetidos a trauma medular e a dois transplantes de placebo, um com sete dias pds-
trauma e outro 14 dias pds-trauma (grupo controle negativo).

Grupo |I: 21 animais submetidos a trauma medular e a dois transplantes nos mesmos periodos pds-trauma,
com CTM de tecido adiposo humano.

Grupo Ill - 21 animais submetidos a trauma medular e a duas aplicagdes de succinato sédico de
metilprednisolona, uma 5 minutos apdés o trauma medular e outra apés 3 horas.

A hipétese é que o transplante das células-tronco derivadas de tecido adiposo pode ocasionar uma melhora
clinica.

Objetivo da Pesquisa:

Os objetivos deste estudo sdo avaliar a capacidade de regeneragao das lesées medulares em ratos submetidos
a terapia celular com células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano e a interferéncia da
corticoterapia no tratamento.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Para os seres humanos néo existe risco, pois o material coletado sera extraido na prépria cirurgia bariatrica e
dermolipectomia, material este que seria descartado no procedimento cirurgico.

Comentérios e Considerag6es sobre a Pesquisa:

A pesquisa tem um orcamento de R$ 180.000,00 e conta com financiamento de agéncia de fomento tanto em
custeio como capital.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

O TCLE esta claro e adequado, descrevendo de uma forma simples e acessivel ao sujeito de pesquisa,
facilitando sua compreensao dos procedimento de pesquisa.

Recomendacodes:

sem recomendacges



116

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées: ANEXO B (contin.)

O projeto tem seu mérito, com financiamento externo. A participacao dos sujeitos de pesquisa restringe
doagédo de material que seria descartado na cirurgia. O estudo além de seu avaliado pelo comité de étic
pesquisa (CEP) deve ser submetido ao comité de ética no uso de animais (CEUA).

No projeto o pesquisador define que o material coletado é de uso exclusivo nesta pesquisa.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideragées Finais a critério do CEP:

sem consideragoes

CURITIBA, 06 de Agosto de 2012

Assinado por:

NAIM AKEL FILHO



ANEXO C

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

A escala BBB observa os movimentos da articulagdo do quadril, joelho,
tornozelo, posi¢cédo do tronco, cauda e digitos do membro pélvico. A partir
destas observacdes, foram atribuidos pontos de zero a 21, sendo zero o
correspondente a auséncia total de movimentos e 21 a presenca de
movimentos normais.

0 - Nenhum movimento observavel do membro pélvico.

1 - Movimento discreto (limitado) de uma ou das duas articulagdes, geralmente,
do quadril e/ou do joelho.

2 - Movimento extenso de uma articulagdo ou movimento extenso de uma
articulagao e discreta de uma outra.

3 - Movimento extenso de duas articulagdes.

4 - Movimento discreto de todas as trés articulagdes do membro pélvico.

5 - Movimento discreto de duas articulagées e movimento extenso da terceira.

6 - Movimento extenso de duas articulagbes e movimento discreto da terceira.

7 - Movimento extenso das trés articulagdes do membro pélvico.

8 - Pedalada sem suporte de peso ou apoio plantar dos digitos sem suporte de
peso.

9 - Apoio plantar dos digitos com suporte de peso somente em fase de apoio
(i.e., quando estatico) ou passada dorsal ocasional, frequente ou consistente
com suporte de peso e nenhuma passada plantar.

10 - Passo plantar com suporte de peso ocasional e nenhuma coordenagéo
dos membros toracico e pélvico.

11 - Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e nenhuma
coordenagao dos membros toracico e pélvico.

12 - Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e coordenagéo
ocasional dos membros toracico e pélvico.

13 - Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e coordenagéo
frequente dos membros toracico e pélvico.

14 - Passo plantar com suporte de peso consistente, coordenagéo consistente
dos membros toracico e pélvico e posicdo predominante dos digitos rodados
(interna ou externamente) durante a locomog&o, no instante do contato inicial
com a superficie (piso) bem como, antes de liberar os digitos no final da fase
de apoio ou passada plantar frequente, coordenagao consistente dos membros
toracico e pélvico e passada dorsal ocasional.

15 - Passada plantar consistente e coordenagdo consistente dos membros
toracico e pélvico e nenhuma liberagdo dos digitos ou liberagdo ocasional
durante o movimento do membro para frente, posicdo predominante dos digitos
paralelos ao corpo no instante do contato inicial.
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ANEXO C (contin.)

16 - Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros toracico e
pélvico durante a marcha e a liberagdo dos digitos ocorre frequentemente
durante o movimento do membro para frente, a posicdo predominante dos
digitos € paralela ao corpo no instante do contato inicial e rodada no instante
da liberagéao.

17 - Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros toracico e
pélvico durante a marcha e a liberagédo dos digitos ocorre frequentemente
durante o movimento do membro para frente, a posicdo predominante dos
digitos & paralela ao corpo nos instantes do contato inicial e da liberagéo dos
digitos.

18 - Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros toracico e
pélvico durante a marcha e a liberagdo dos digitos ocorre consistentemente
durante o movimento do membro para frente, a posicao predominante dos
digitos é paralela ao corpo no instante do contato inicial e rodada na liberagéo
dos digitos.

19 - Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros toracico e
pélvico durante a marcha e a liberagdo dos digitos ocorre consistentemente
durante o movimento do membro para frente; a posicdo predominante dos
digitos é paralela ao corpo nos instantes do contato e da liberagédo dos digitos e
apresenta a cauda para baixo parte do tempo ou por todo o tempo.

20 - Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros toracico e
pélvico durante a marcha e a liberagdo dos digitos ocorre consistentemente
durante o movimento do membro para frente; a posicdo predominante dos
digitos é paralela ao corpo nos instantes do contato e da liberagdo dos digitos e
apresenta a cauda consistentemente elevada e instabilidade do tronco.

21 - Passada plantar consistente e marcha coordenada, liberagdo consistente
dos digitos, a posicdo predominante dos digitos & paralela ao corpo durante
toda a fase de apoio, estabilidade consistente do tronco, cauda
consistentemente elevada.

BASSO, D. M.; BEATTIE, M. S.; BRESNAHAN, J. C. A sensitive and reliable
locomotor rating scale for open field testing in rats. Journal of Neurotrauma. v.
12,n. 1, p. 1-21. 1995.

118



119

FUNDACAO ~ " A =
ARAUCARIA Relagao de Projetos no Convénio

Cinatice

Intituicdo: UFPR Universidade Federal do Parand
Edital: 5-1 PROGRAMA UNIVERSAL - PESQUISA BASICA E APLICADA

Convénio : 404 / 2012

Projeto Coordenador Titulo Valor

Corticoterapia e uso de células-tronco em R$24.431,00

16.611 Rosangela Locatelli Dittrich
ratos submetidos a lesdo raquimedular

Total do Convénio: R$24.431,00

Existe dotagdo orgamentaria e financeira para
liberagdo do recurso deste Projeto, do
orgamento de 2011.

José Carlos Gehr

Diretor de Adm. E Finangas

Relagdo de Projetos no Convénio 31/05/2012 - 11:00:45 Page 1 of !
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Congresso

Brasileiro de
nm_.c_.>m-._.=OZno E
TERAPIA CELULAR

Certificamos que
JOSE ADEMAR VILLANOVA JUNIOR;LETICIA FRACARO;CORINNE DE ALCANTARA
FERNANDES NASCIMENTO;CARMEN LUCIA KUNIYOSHI REBELATTO;ROSANGELA
LOCATELLI DITTRICH;PAULO ROBERTO SLUD BROFMAN

apresentaram, no VI Congresso Brasileiro de Células-Tronco e Terapia Celular realizado

no periodo de 28 de setembro a 01 de outubro de 2011, em Salvador - Bahia,

trabalho intitulado "STANDARDIZATION AND HISTOLOGICAL EVALUATION OF AN
EXPERIMENTAL MODEL OF SPINAL CORD INJURY”, sob a forma de Poster.
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Salvador, 01 de outubro de 2011

Ricardo Ribeiro dos Santos
Presidente do VI Congresso Brasileiro de Células-Tronco e Terapia Celular
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