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RESUMO

Judas Gl. Efeito da injecao intratecal de células tronco do corddao umbilical
humano na leséao isquémica da medula espinhal em ratos [Tese]. Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2013.

INTRODUCAO: A isquemia da medula espinhal continua sendo uma
importante complicagdo nas cirurgias das doencas da aorta descendente
toracica e toracoabdominal. OBJETIVOS: Células-tronco sdo capazes de
promover a regeneragdo do tecido nervoso. Células-tronco derivadas do
corddo umbilical humano (CTCUH) sao fortes candidatas para uso nas lesdes
da medula espinhal devido a sua baixa imunogenicidade e pronta
disponibilidade. O estudo avaliou os efeitos da administragcdo de CTCUH na
lesdo isquémica da medula espinhal em ratos. METODOS: Quarenta ratos
Wistar receberam injecao intratecal de 10 pL de solu¢cdo de HemoHes (6 %) e
albumina humana (20 %) contendo 1x10* CTCUH, 30 minutos antes (grupo
Tcpré; n=10) e 30 minutos apds (grupo Tcpds n=10) oclusdo da aorta toracica
descendente através de um baldo intraluminal por 12 minutos. Os grupos
controle receberam apenas a solugédo de Hemohes (6 %) e albumina humana
(20 %) (grupo Cpré; n=10 e grupo Cpds; n=10). O periodo observacional, para
avaliagdo da funcdo motora dos animais, foi de 28 dias. Cortes de trés
segmentos téraco-lombares da medula espinhal foram submetidos a analise
histolégica e imunohistoquimica para deteccdo de apoptose (TUNEL) e
quantificacdo de células-tronco humanas hematopoiéticas CD45".
RESULTADOS: Todos os grupos mostraram incidéncia semelhante de
paraplegia e mortalidade. A média de pontuagdo da fungdo motora néo
mostrou diferenga durante o periodo observacional nos grupos, com excecao
do grupo Tcpds o qual melhorou de 8,14+8,6 para 14,28+9,8 (p<0,01). Numero
de neurénios viaveis foi maior no grupo Tcpos (p=0,14) e a média de apoptose
foi mais baixa nesse mesmo grupo (p=0,048), porém sem diferenga estatistica
significativa em relagdo ao controle. Foi confirmada a presenca de células
CD45" quatro semanas apos a inje¢do intratecal em ambos o0s grupos
terap@uticos, principalmente, no grupo Tcpds. CONCLUSOES: A injecdo
intratecal de CTCUH ¢ factivel e melhora a fungdo motora da medula espinhal
em um modelo de oclusdo endovascular da aorta toracica descendente.

Descritores: Doencas da aorta/cirurgia; Aneurisma da aorta toracica;
Complicagdes pobs-operatérias/terapia; Isquemia do cordao espinhal;
Paraplegia; Células-tronco; Ratos Wistar.
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SUMMARY

Judas GlI. Effect of intrathecal injection of human umbilical cord blood stem cells
in spinal cord ischemic compromise in rats [Thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina. Universidade de S&o Paulo; 2013.

BACKGROUND: Spinal cord ischemia remains a complication after surgical
repair of descending and thoracoabdominal aortic diseases. OBJECTIVES:
Stem cells have the potential to induce nervous tissue regeneration processes.
Human stem cells derived from the umbilical cord are one of strong candidates
used in cell therapy for spinal cord injury due to weak immunogenicity and
ready availability. We sought to evaluate the use of Human Umbilical Cord
Blood Stem Cells (HUCBSC) attenuates the neurologic effects of spinal cord
ischemia. METHODS: Fourty Wistar rats received intrathecally injection of
10 yL Hemohes (6 %) and human albumin (20 %) solution contained
1x10*HUCBSC, 30 minutes before (Tcpré group; n=10) and 30 minutes after
(Tcpds group; n=10) descending thoracic aortic occlusion by intraluminal
balloon during 12 minutes. Control groups received only PBS solution (Cpré
group; n=10 and Cpéds group; n=10). During a 28-day observational period,
animals motor function was assessed. Three segments of thoraco-lombar spinal
cord specimens were analyzed for histologic and immunohistochemical
assessment for detection and quantification of human hematopoietic cells
CD45" and apoptosis (TUNEL). RESULTS: All groups showed similar incidence
of paraplegia and mortality. The mean motor function scores showed no
difference during time, excepting for Tpos group which improved from 8.14(8.6)
to 14.28(9.8)(p<0,01). Number of viable neurons was higher in Tcpds group
(p=0.14) and apoptosis average was lower in the same animals (p=0.048), but
showed no difference with its respective control. We confirmed the presence of
CD45" cells four weeks after intrathecal injection in both therapeutic groups but
mainly in Tpos group. CONCLUSIONS: Intrathecal transplantation of HUCBSC
is feasible and improved spinal cord function in a model of endovascular
descending aortic occlusion.

Descriptors: Aortic diseases/surgery; Aortic aneurysm, thoracic; Postoperative
complications/therapy; Spinal cord ischemia; Paraplegia; Stem cells; Rats,
Wistar.
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INTRODUCAO

A protecdo da medula espinhal permanece como o aspecto mais
controverso e problematico nas cirurgias das doengas da aorta descendente
toracica e toracoabdominal. A despeito dos avangos que possibilitam uma
abordagem cada vez mais segura dessas doengas, 0s procedimentos

cirargicos continuam a apresentar altas taxas de morbi-mortalidade.

A paraplegia € a complicagdo mais devastadora; sua incidéncia varia de
6,6 % a 8,3 % em pacientes com aneurismas toracoabdominais'? chegando
até 16% considerando também outras afeccdes desse territério®*. O carater
incapacitante e irreversivel dessa complicacdo representa um desafio aos
cirurgides que procuram estabelecer métodos capazes de ndo apenas prevenir,
mas também diagnosticar e tratar precocemente alteragbes isquémicas da

medula espinhal evitando, assim, suas sequelas.

Embora diversas medidas, para prevenir a lesdo isquémica da medula
espinhal, sejam estabelecidas no intra e no pds-operatorio, ainda ha muita
controvérsia a respeito da eficacia desses procedimentos. O carater
multifatorial do desenvolvimento da paraplegia, a variabilidade quanto ao
aspecto anatébmico e a dificuldade em se estabelecer modelos fisiopatoldgicos
confiaveis para o entendimento da lesdo medular, sédo fatores determinantes da

complexidade na abordagem dessa complicacéo.

Com o advento das células-tronco, cresceu o interesse no seu uso como

agente terapéutico em lesdes neuroldgicas devido a limitada capacidade de
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regeneracado desse tecido. Nas duas ultimas décadas, diversas publicagbes
tém buscado o potencial terapéutico de diferentes tipos de células-tronco na
disfuncdo da medula espinhal. Estudos contemplando o uso dessas células em
modelos de lesdo medular traumatica®®, lesdes quimicas'®, lesdes

13 ¢ lesdes isquémicas''® tém sido publicados. Em geral,

degenerativas
esses estudos mostram um padrdo de sobrevivéncia e preservagdo em longo
prazo do fendtipo neuronal, quando se utilizam enxertos precursores gerados a

|10,17,19

partir de tecido feta e, dependendo do modelo de lesdo medular, um

grau variavel de recuperagao tem sido observado®.

Particularmente nas lesbdes isquémicas da medula espinhal, o uso de
células-tronco embrionarias humanas evidencia diferenciagdo em um fendtipo
neuronal especifico, capaz de melhorar a funcdo motora de ratos com
paraplegia espastica’. Outros estudos ressaltaram que a liberacdo de fatores
neurotréficos pelas células enxertadas seriam capazes de promover a re-
mielinizagdo de oligodendrocitos, incrementar a proliferacdo dos astrécitos e
estimular o surgimento de novas fibras nervosas, o que contribuiria para a
melhora da funcdo neurolégica'’. Park e colaboradores comprovaram a
capacidade das células-tronco embrionarias, e suas derivadas, de produzirem
substancias neuroquimicamente ativas, capazes de mediar a reposta
inflamatoéria e exercer atividade terapéutica nas lesées do sistema nervoso

central®,

Devido as dificuldades de obtencao das células-tronco embrionarias,
duas fontes alternativas de células-tronco ndo embrionarias vém recebendo

grande atengdo no tratamento de desordens neuroldgicas: células-tronco
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derivadas da medula 0ssea e células-tronco do corddo umbilical humano?'?2,

Células-tronco derivadas da medula éssea ja haviam evidenciado redugao da
area de infarto e melhora funcional em modelos experimentais de isquemia
cerebral®?*. Essas células também apresentaram beneficios no tratamento de

medulas espinhais com lesdo traumatica®>%.

Em modelo de isquemia da medula espinhal em coelhos e injecéo
intratecal de células-tronco derivadas da medula 6ssea, dois dias antes da
inducdo da lesdo, foi demonstrada a atenuacédo do déficit neurolégico dos
animais. Tal beneficio foi acompanhado da migracdo das células,
preferencialmente para as areas de isquemia, além da sobrevivéncia e
incorporagdo dos enxertos por, pelo menos, quatorze dias'®. Em outro estudo,
quando essas células foram administradas em trés momentos diferentes: 30
minutos, 24 e 48 horas apds a indug¢ao da isquemia, observou-se aumento no
numero de neurénios intactos com consequente melhora do déficit motor nos
animais que receberam as células nos dois primeiros momentos, o que nao se

repetiu com 48 horas'®.

Desde 1989, células-tronco do corddao umbilical humano tém sido
consideradas uma alternativa a utilizacdo de células-tronco da medula 6ssea,
principalmente em modelos experimentais. Além do fato de serem facilmente
disponiveis, células-tronco do corddo umbilical humano podem ser
consideradas melhores candidatas no tratamento de lesbes da medula

espinhal, devido & baixa imunogenicidade?’.

O transplante intra-espinhal de células-tronco CD34" do corddo umbilical

humano melhora a fungédo motora dos membros posteriores de ratos adultos
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submetidos tanto & hemiseccdo quanto & contusdo da medula espinhal®.
Saporta e colaboradores demonstraram que a infusdo endovenosa de células-

tronco do corddo umbilical humano, com linhagens nao fracionadas, melhora a

fungdo motora de ratos submetidos a compress&o da medula espinhal®®.

Em modelo de isquemia cerebral, demonstrou-se que o uso de linhagens
hematopoiéticas de células-tronco do corddao umbilical humano reduz a area de
lesdo, melhora a regeneragdo e/ou preservagao dos axdnios com melhora
clinica dos animais, a despeito de nao ter sido evidenciada diferenciacao

1*°. Recentemente, demonstrou-se que a

dessas células em linhagem neurona
administragdo intratecal dessas células é factivel e que as mesmas sao

capazes de migrar e minimizar a lesao cerebral isquémica®’,
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ASPECTOS GERAIS DA LITERATURA

Fisiopatologia da lesao medular isquémica

Em condicbes de isquemia da medula espinhal as reservas de ATP das
células nervosas sao rapidamente depletadas, levando a faléncia da bomba de
sodio e potassio ATPase e, através da abertura persistente dos canais, os ions
sédio acumulam-se no espacgo citoplasmatico (axoplasma). O acumulo desses
ions ativa a bomba de sédio e calcio, que passa a operar em sentido reverso,
aumentando a concentragao intracelular de calcio, o que pode causar lesbes
irreversiveis através da ativacdo exacerbada de sistemas calcio-dependentes,

tais como lipases e proteina-quinases® (Figura 1).

Espaco Extracelular

O, + glucose 932'

# Calpaina
# Fosfolipase C
" # Fosfolipase A2
¥ Proteina Quinase C
* Sist. Oxido Nitrice, etc...

Figura 1. llustracdo da sequéncia de eventos inter-relacionados que levam a
lesdo isquémica de um axdnio central mielinizado. As localizagbes dos varios
canais iénicos e transportadores foram desenhados por conveniéncia e nao
necessariamente refletem sua real distribuicdo MY — bainha de mielina; ER —
reticulo endoplasmatico. Adaptado de Stys, 1998%.
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A isquemia da medula espinhal tem como via final a morte celular,
formacao de tecido cicatricial e perda da funcdo. No entanto, 0 mecanismo
fisiopatolégico da lesdo € apenas parcialmente compreendido. Tal processo
envolve desde a liberagcdo de prostaglandinas, radicais livres e aminoacidos

excitatorios*38

, até alteragbes neuro-degenerativas pan-necroticas, afetando
tanto interneurdnios inibitérios quanto excitatérios, bem como motoneurénios

ventrais®®.

A andlise histopatolégica da medula espinhal, oriunda de animais com
lesdo isquémica e déficit motor caracterizado por rigidez e espasticidade,
demonstra perda seletiva de pequenos neurdnios inibitérios e persisténcia de
a-motoneurdnios viaveis em segmentos isquémicos da coluna, fisiopatologia
semelhante aquela da lesdao medular traumatica. Em contraste, animais
também submetidos a interrup¢cado do fluxo sanguineo da aorta descendente,
porém por periodos mais longos, sdo acometidos por paraplegia flacida e

exibem alteragdes histoldgicas pan-necréticas'*%*".

A semelhanga da isquemia cerebral, a ativagdo da lesdo isquémica na
medula espinhal depende da microglia local e da infiltracdo de macroéfagos.
Dependendo da extensdo da lesdo, o pico das alteragbes inflamatérias é
observado entre dois e trés dias apds a isquemia regredindo entre duas e trés

semanas*?.

Stys demonstrou que a degeneragao neuronal pode ser mediada por
receptores presentes em oligodendrécitos e astrocitos, quando a medula é

exposta a isquemia transitéria. A perda de células gliais, mesmo na auséncia
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de significativa degeneragao neuronal, pode levar a alteragdo da condutividade

segmentar com consequente perda da funcdo.
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Métodos de protecao medular

A reducgao na pressao de perfusdo da medula espinhal, apds a oclusao
temporaria da aorta toracica, € um dos fatores mais importantes na
fisiopatologia da lesdo medular isquémica*®. Varios métodos de protecdo
medular tém sido propostos, porém nenhum, de maneira isolada, foi capaz de
abolir o problema. Uma combinacdo dos diferentes métodos de protecéo
parece ser a abordagem mais efetiva na reducédo do risco da lesdo medular
isquémica.

O suprimento sanguineo da medula espinhal provém da artéria espinhal
anterior e de duas artérias espinhais posteriores. A artéria espinhal anterior é
frequentemente incompleta, particularmente nas areas mais baixas do térax, o
que torna a perfusdo nesta regidao dependente da artéria radicular Magna ou
artéria de Adamkiewicz***°. Além disso, ha pouca comunicacio entre a artéria
espinhal anterior e as artérias posteriores, tornando a perfusdao do corno
anterior da medula espinhal dependente, exclusivamente, da primeira. Tal
disposicdo anatdmica tem participagdo fundamental no desenvolvimento da

lesdo medular isquémica“®.

O reimplante da maior parte das artérias intercostais e lombares surgiu
como uma tentativa obvia de diminuir a incidéncia da lesdo medular isquémica.
No entanto, em uma série de 605 pacientes submetidos ao reimplante maximo
dessas artérias, verificou-se um aumento do risco de lesdo, provavelmente
devido ao maior tempo de clampeamento adrtico’. Embora periodos mais

curtos de clampeamento adrtico possam diminuir a ocorréncia de paraplegia,
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alguns pacientes, com tempo de clampeamento inferior a 30 minutos, podem
apresentar tal complicagdo. A variabilidade quanto ao local de estreitamento da
artéria espinhal anterior pode estar relacionada a ocorréncia da lesao

isquémica nesses pacientes’*’.

Com base em um melhor conhecimento do suprimento sanguineo da
medula espinhal e avan¢o nos métodos de imagem, foi possivel determinar o
ponto de estreitamento da artéria espinhal anterior®® e restringir o reimplante
das artérias radiculares apenas em torno do nivel T11/T12%°. Contudo,
considerar a fisiopatologia da lesdo medular isquémica com base, apenas, na
disposigdo anatdomica do suprimento sanguineo seria simplista e insuficiente

para determinar a sua ocorréncia.

A utilizagdo do potencial evocado somato-sensitivo (PESS) e do
potencial evocado-motor (PEM), durante a cirurgia, sdo métodos estabelecidos
que podem auxiliar na determinagdo do adequado fluxo sanguineo para a
medula espinhal. O PESS, que reflete a condugao da informacao sensorial do
corno posterior da medula, um dos ultimos territorios a sofrer isquemia, tem sua
utilizagdo clinica limitada na detecgdo precoce de eventos isquémicos. Por
outro lado, a monitorizagado do PEM provou-se util como método auxiliar na
tomada de decisbes em relacdo ao tempo de intervengdo na isquemia
medular®. Como método isolado para a protegdo isquémica da medula, essa
monitorizagdo apresenta ocorréncia, ndo desprezivel, de resultados falsos

positivos, principalmente sob efeito de alguns tipos de anestésicos®"2

O resfriamento da medula espinhal, tanto pela injecao de solugao salina

gelada (4°C) no espaco epidural®®, quanto de modo sistémico, é uma possivel
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medida protetora da isquemia. Em uma série de 334 casos de aneurismas
toracoabdominais, Cambria e colaboradores publicaram bons resultados
inerentes ao uso da hipotermia regional, os quais reduziram a incidéncia da
lesdo neurolégica de 19,8 % para 10,6 %*’. O tempo necessario para o
resfriamento, apenas do espaco epidural, € um fator complicador do
procedimento®. Os mesmos efeitos podem ser obtidos pela hipotermia
sistémica profunda, porém associada com um aumento das complicacdes

hemorragicas e pulmonares®.

A pressao de perfusdo da medula espinhal é funcdo direta da pressao
arterial média e da pressdo do fluido cerebroespinhal. Logo apds o
clampeamento adrtico ocorre aumento da producao de fluido cerebroespinhal
e, consequente, aumento da pressado intratecal. Com a concomitante
diminui¢ao da pressao arterial nos vasos que irrigam a medula espinhal, cria-se
um ambiente propicio a lesédo isquémica. A drenagem do fluido cerebroespinhal
€ capaz de reduzir a pressao intratecal e melhorar a perfusdo medular. Em
estudos prospectivos e randomizados, demonstrou-se reducédo de 80 % no
risco relativo de ocorréncia de déficit neurolégico em doentes submetidos a
correcdo de aneurismas toracoabdominais do tipo | e 11** e diminuigdo da
incidéncia de lesdo isquémica da medula espinhal de 13 % para 2,6 %>
Contudo, essa técnica ndo é isenta de riscos, como destacado em estudo
recente, com 486 pacientes, submetidos ao reparo de aneurismas
toracoabdominais. Complicagdes neuroldgicas atribuidas a prépria drenagem,

incluindo-se hemorragia intracraniana, ocorrem em 1 % dos pacientes™.
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O uso do suporte circulatorio esquerdo foi proposto com o intuito de
manter a perfusdo retrégrada da medula espinhal e dos o6rgaos viscerais.
Utilizando-se a assisténcia ventricular esquerda em mais de 1000 pacientes,
submetidos ao reparo de aneurismas toracoabdominais do tipo Il, houve uma
reducdo de 11,2 % para 4,5 % na incidéncia de paraplegia ou paraparesia®®®’.
Porém, o uso da assisténcia esquerda aumenta o tempo de clampeamento
aortico e o risco de coagulopatia, principalmente em pacientes com extensas

areas de disseccdo. Adicionalmente, o clampeamento adrtico seriado nem

sempre € possivel, particularmente em grandes aneurismas do tipo 118,
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Modelos experimentais de lesao medular isquémica

No intuito de entender melhor os mecanismos responsaveis pela leséo
medular isquémica e propor medidas terapéuticas, diversos modelos animais
tém sido propostos®. No entanto, todos com limitacdes quanto ao uso para

testes pré-clinicos ou para a compreensao do processo fisiopatoldgico®®®’.

A anatomia vascular da medula espinhal dos ratos é semelhante a de
humanos, com poucas artérias radiculares alcangando a artéria espinhal
anterior™ (Figura 2). Essa caracteristica anatémica permite considerar que o
mecanismo de paraplegia isquémica, induzido pela oclusdo alta da aorta
toracica em ratos é preditivo da disfuncdo que acomete pacientes submetidos

ao reparo cirdrgico da aorta toracica descendente ou toracoabdominal®*®°.

Um dos primeiros modelos de isquemia medular publicado em ratos,
proposto por Taira e Marsala em 1996*', consistia em uma oclusdo da aorta
descendente em conjunto com a artéria subclavia. O controle da presséo
proximal era feito através da drenagem do sangue pela artéria femoral e
reinjecdo apds o término da isquemia, ou a qualquer tempo, durante a
isquemia, caso a pressao proximal apresentasse uma queda abaixo dos
valores pré-estabelecidos. Trata-se de uma técnica que resulta em alta
incidéncia de lesdes medulares graves, porém acompanhada de altas taxas de
mortalidade durante o procedimento ou apds as primeiras horas. Pelos poucos
trabalhos publicados por outros autores, excetuando-se os do proprio grupo,

infere-se a falta de reprodutibilidade do modelo.
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Figura 2. Perfusdo com carbono negro do sistema arterial anterior da medula
espinhal de ratos em diferentes niveis. Fotomicrografias do nivel cervical (A)
mostram duas artérias radiculares provenientes do lado direito (setas) suprindo
a artéria espinhal anterior. No nivel toracolombar (B) a artéria espinhal anterior
€ suprida por um unico vaso (equivalente a artéria de Adamkiewicz em
humanos) proveniente do lado esquerdo no altura de T10. O “conus medullaris”
ou cauda equina (C) contém uma rica rede vascular suprida tanto pela artéria
espinhal anterior quanto pela artéria espinhal posterior. Adaptado de Lang-
Lazdunski et al., 2000%°.

Lang-Lazdunski e colaboradores relataram uma incidéncia de 60 % de
paraplegia grave em camundongos submetidos a toracotomia e ao
clampeamento direto da aorta toracica, com a ressalva do periodo de avaliagao
ter sido limitado a 48 horas®. Em modelo semelhante, com parametros
cirurgicos otimizados, Awad e seus colaboradores demonstraram uma melhor
sobrevida e incidéncia de lesdo neurologica grave em dois tergos dos animais,

os demais apresentaram relativa resisténcia & isquemia®.

Portanto, assim como na pratica clinica, um mesmo modelo
experimental pode apresentar grande variabilidade na incidéncia de lesao
isquémica da medula espinhal, sendo influenciada por variaveis como: tempo
de clampeamento, nivel de oclusdo da aorta descendente, anatomia do animal

e temperatura corporal.
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Mecanismos de atuacao das células-tronco na lesao da medula espinhal

As tentativas de atenuar a lesdo da medula espinhal com o transplante
de células-tronco comecaram ha cerca de duas décadas em modelos de lesao
medular traumatica. Varios estudos indicam um papel benéfico no transplante
de células-tronco nesse tipo de lesdo. Contudo, permanecem duvidas a

respeito do verdadeiro mecanismo de atuagao dessas células.

Uma das possibilidades seria a substituicdo das células nervosas
perdidas pelas células-tronco transplantadas. Esse seria um importante
mecanismo de atuacéao, principalmente em situacdes nas quais ocorrem perdas
significativas de neurdnios e oligodendrécitos®®. No entanto, também foram
reportados beneficios funcionais sem qualquer substituicdo de células neurais
com o uso de células-tronco mesenquimais. Nesse contexto, 0 mecanismo de
atuacao parece ser indireto através de suporte tréfico, modulando a resposta

inflamatdria ou fornecendo um substrato para o crescimento axonal®.

Outras evidéncias indicam que células-tronco, independente da sua
origem, derivagao e potencial de diferenciagéo in vivo, podem promover uma
recuperacao do tecido nervoso através da secre¢cdo de neurotrofinas. Tais
substancias sao capazes de repararem as células lesadas através da ativagao,
in situ, de fatores de crescimento, moléculas de orientacdo e outros estimulos
para diferenciagao/proliferagdao de células progenitoras enddgenas e liberagcao
de citocinas angiogénicas e imunomoduladoras?®®. Portanto, as estratégias de

tratamento com células-tronco podem ser consideradas, em alguns casos,
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terapéuticas combinadas, oferecendo tanto beneficios neurotroficos quanto

fenotipicos®’.

E mister ressaltar que a substituicdo de células nervosas pode ser
favorecida através da pré-diferenciacdo das células-tronco em uma linhagem

celular desejada. Lembrando que, até o momento, existem poucos métodos

67,68 (

capazes de diferenciar tais células em populagdes especificas Figura 3).

Neuroprotegdo

Regeneracdo dos
axénios

Substituigdio de
células neurais

Astrocitos:
Fornecimento de
substratos, nutricto

Oligodendrocitos:
Remielinazaciio

Netrénios:
Restabeiecimento/novos
circuitos

Figura 3. Potenciais efeitos das células-tronco no reparo da lesdo da medula
espinhal. Adaptado de Nandoe et al., 2009%.
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Uso de células-tronco na lesao isquémica da medula espinhal

Marsala e colaboradores, em 2004, trabalhando com células humanas
de um teratocarcinoma, pré-diferenciadas em linhagem neuronal, e enxertadas
diretamente na medula de ratos com lesdo isquémica espastica, demonstraram
melhora na evolugéo neurolégica ao longo de doze semanas. Tal recuperagao
foi acompanhada de maturacédo das células enxertadas e do desenvolvimento
de um fendtipo de neurdnios GABAérgicos™. Em outro estudo, do mesmo
grupo, foram observados resultados histologico e funcional semelhantes com
células-tronco embrionarias espinhais humanas, comprovando a capacidade de

diferenciacdo dessas células em neurdnios’’.

A despeito da relevancia desses estudos, seus resultados divergem de
estudos anteriores, que haviam relatado diferenciacdo e maturacido limitada
com o uso de precursores neurais expandidos in vitro e enxertados em
medulas espinhais lesadas por trauma ou agentes quimicos'®. Qutro ponto a
ser considerado é a dificuldade de aproximagdo do modelo experimental
adotado com a pratica clinica, que passa desde a obtencédo de células-tronco
embrionarias e/ou pré-diferenciadas em linhagem neuronal, até ao enxerto das

células diretamente no local de lesédo isquémica.

O uso inicial de células-tronco ndo embrionarias, tais como, células-
tronco hematopoiéticas e mesenquimais, em lesdes isquémicas da medula
espinhal, foi baseado no potencial dessas células em se diferenciar, in vitro, em

69-71

neurdnios e células gliais™' . Embora as células derivadas de medula 6ssea, a

principio, ndo sejam capazes de gerar um numero apreciavel de células
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neurais in vivo, existem muitas evidéncias de melhora funcional apds o

transplante dessas células para a recuperacdo da medula espinhal lesada®®.

O uso de células-tronco, derivadas da medula éssea na lesdo medular
isquémica, foi realizado em 2006 por Shi e colaboradores. Nesse estudo,
coelhos submetidos ao clampeamento da aorta abdominal infra-renal e a
injecdo intratecal de células-tronco, dois dias antes, exibiram incorporagdo do
enxerto e atenuagao do déficit motor, comprovando a viabilidade do uso
intratecal dessas células na lesdo medular isquémica’®. O mesmo progndstico
foi obtido quando as células foram injetadas 30 minutos ou 24 horas apds a
oclusdo adrtica’®. Tal achado ressalta a importancia de uma janela terapéutica

apropriada para a terapia celular na lesdo medular isquémica.
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Células do cordao umbilical humano na lesao da medula

espinhal

Embora ndo tenha sido utilizada na les&o isquémica da medula espinhal,
o sangue do corddo umbilical consiste em fonte alternativa de células-tronco.
Desde 1989, registrou-se a existéncia de células progenitoras com grande
capacidade de proliferagdo e diferenciagdo em células neuronais e gliais in
vitro. Células-tronco do corddo umbilical humano sdo capazes de repovoar a
medula 6ssea’?, compartilhando caracteristicas semelhantes aquelas derivadas
desse tecido. O fato de que tanto a hematopoiese quanto a neuropoiese
possuem uma série de elementos comuns, reforca o uso dessas células no

tratamento de desordens neurolégicas’ ™.

Ao contrario de outros tipos celulares, células-tronco derivadas do
cordao umbilical humano sao facilmente disponiveis e desprovidas de questdes
éticas maiores; adicionalmente sao células imaturas com alto poder de
diferenciacdo e com relativa baixa imunogenicidade, o que torna seu uso
atrativo, principalmente no tratamento de doengas da medula espinhal e em

modelos experimentais?’.

Em modelos de lesdo traumatica, nos quais foram analisadas linhagens
hematopoiéticas de células-tronco CD34" do corddo umbilical humano, foi
reportada a reducao da area de lesdo, aumento da area residual de substancia
branca e melhora na regeneragao/preservagdo dos axoOnios, 0 que,
provavelmente, leva a melhora clinica dos animais, visto que n&o houve

evidencia de diferenciagdo dessas células em linhagem neuronal?*=°.
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Saporta e colaboradores, em modelo de compressdo da medula
espinhal, demonstraram que a infusdo endovenosa de células-tronco do cordao
umbilical humano melhora a fungdo motora, reduz a area de cavitacao cistica e
aumenta o volume residual da substancia branca. Outro resultado importante
desse estudo é que nao houve evidéncia de reagao imune a célula enxertada

no local da lesdo?.

Publicagao recente, em modelo de isquemia cerebral em ratos, revelou
que a administracao intratecal de células-tronco do corddo umbilical humano é
factivel e que um grande numero de células enxertadas é capaz de migrar para
as areas de isquemia, atenuando a lesdo cerebral. Adicionalmente, quando
comparada a via endovenosa, a via intratecal se mostrou mais eficaz

permitindo o uso de um nimero menor de células®’.

Nenhum estudo, até o momento, investigou o uso de células-tronco do
cordao umbilical humano, nao fracionadas, em modelo de isquemia da medula

espinhal em decorréncia da oclusao da aorta toracica descendente em ratos.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Analisar os efeitos da injegcdo intratecal de células-tronco do cordao
umbilical humano antes e apds a indugédo de isquemia da medula espinhal por

oclusdo da aorta toracica descendente em ratos.

Objetivos Especificos

Avaliar a influéncia da terapia celular na reposta motora imediata e tardia

e nas alteragdes histoldgicas do tecido da medula espinhal.

Avaliar a presenga das células enxertadas no tecido medular.
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METODOS

Este estudo foi submetido & Comissao de Etica para Analise de Projetos
de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, protocolado sob n® SDC 3248/08/164 (Anexo 1).
Os animais utilizados foram obtidos junto ao Biotério da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo e os experimentos conduzidos no laboratdério de
Cirurgia Cardiovascular e Fisiopatologia da Circulagéo (LIM-11), desta mesma
faculdade. Todos os experimentos foram realizados em conformidade com as

normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Cirurgia Experimental.

Foram utilizados 40 ratos Wistar, machos, de aproximadamente dois
meses de idade e pesando entre 350 e 450 g. Os animais foram mantidos em
ambiente com controle de temperatura (23+2 °C), umidade e exposicao a luz,

com ciclo claro e escuro de 12 horas, e acesso livre a ragao e agua.
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Grupos experimentais

Os animais foram divididos em quatro grupos, randomizados de acordo

com o tempo e o tipo de tratamento (Figura 4).

Grupo controle-pré (Cpré): ratos que receberam infusédo intratecal de
HemoHes (6%) e albumina humana (20%) 30 minutos antes da inducdo da

isquemia medular (n=10);

Grupo tratamento célula-pré (Tcpré): ratos que receberam infusdo
intratecal de suspensdo de células-tronco em HemoHes (6%) e albumina

humana (20%) 30 minutos antes da indu¢ao da isquemia medular (n=10);

Grupo controle-pds (Cpéds): ratos que receberam infusao intratecal de
HemoHes (6%) e albumina humana (20%) 30 minutos apds a indugédo da

isquemia medular (n=10);

Grupo tratamento célula-pés (Tcpds): ratos que receberam infusao
intratecal de suspensdo de células-tronco em HemoHes (6%) e albumina

humana (20%) 30 minutos apés a indugéo da isquemia medular (n=10).
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Ratos Wistar

Tcpré Tcpos
n=10 Isquemia n=10
Tcpré medular Cpos
n=10 n=10

Avaliacdo locomotora

{4 semanas)

Eutanasia

Analise Quantificagcéo de Analise
histologica células CD45* imunochistoquimica

Figura 4. Protocolo experimental. Grupos: Cpré (n=10), Tcpré (n=10),
Cpos (n=10), Tcpods (n=10).
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Obtencao das células-tronco

O sangue de cordao umbilical e placentario humano (SCUP) foi obtido
em regime de doacdo de parturientes da Associagao Pré Matre do Rio de
Janeiro, de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo (Anexo 2). O
procedimento de separacido das células mononucleares de SCUP, fracao que
contém as células-tronco, e o congelamento das amostras foi realizado no
laboratério da empresa Cryopraxis-RJ, conforme padronizagéo técnica da

empresa (Anexo 3).

O produto final do processamento foi avaliado por citometria de fluxo
(FACS - Fluorescent Activated Cell Sorting) quanto aos marcadores de
membrana CD45, CD34, CD133, KDR, CD144, CD45RA, CD146, CD166,
CD10, CD38, CD24, CD1, CD3, CD4, CD8, CD38, CD122, CD56, CD66, CD41,
CD14, CD16, CD19, a fim de identificar as populagdes celulares presentes nas
amostras. Aliquotas, contendo concentragdes de 1x10° células/mL desse pool
de células-tronco, foram congeladas em agente crioprotetor DMSO

(dimetilsulféxido, Sigma-Aldrich) e armazenadas em nitrogénio liquido.

Anestesia e preparo cirurgico

A anestesia foi induzida em camara fechada com isoflurano a 5 %,
seguida de intubacdo e ventilagcdo mecanica através de ventilador para

roedores (Harvard Apparatus, Inc., Holliston, MA, USA), sendo mantido o plano
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anestésico com isoflurano a 2 %. A ventilagdo mecanica realizou-se com FiO»
de 100 %, volume corrente de 10 mL/kg e 70 ciclos/min. Os animais foram
colocados em decubito dorsal em placa aquecida, para a manutencdo da
temperatura (37 °C) e passaram por tricotomia e antissepsia da regiao cervical
ventral e da regido de inser¢do da cauda ao abdémen, para posterior dissecgéo

e cateterizacao da artéria carétida comum esquerda e arterial caudal.

Parametros hemodinamicos e gasométricos

Através de um cateter de politetrafluoretiieno (PE) 50, inserido em
direcdo ao encéfalo na artéria cardtida comum esquerda, acoplado a um
transdutor de pressdao (P23XL, Viggo-Spectramed Inc., Oxnard, CA, USA)
conectado a um sistema multicanal de aquisicdo de dados biologicos
(Acgknowledge — Biopac Systems, Inc., Goleta, CA, USA), a pressao arterial
proximal (PAP) foi continuamente registrada, de maneira indireta, durante todo
o procedimento cirurgico. Utilizando-se do mesmo sistema, na artéria caudal,
foi inserido em diregao ao abdémen um cateter PE 10 para o registro continuo
da pressao arterial distal de maneira direta (Figura 5). Amostras de sangue da
artéria carétida comum esquerda (200 uL) foram coletadas para determinacao
dos parametros pH, pCO,, pO,, HCOj3; e lactato (Radiometer ABL 555,

Radiometer Medical, Copenhagen, Denmark).
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Laminectomia e injecao intratecal

Apos a disseccao e cateterizacdo das artérias, os animais foram
posicionados em decubito ventral e uma incisdo longitudinal mediana foi
realizada na regido lombar. A musculatura paravertebral foi dissecada entre L4
e L5 e procedeu-se a laminectomia e exposicao da dura-mater, permitindo a
insercdo de um cateter PE10, previamente preenchido com a solugao a ser
infundida no espaco intratecal. Com auxilio de uma bomba de infusdo, foram
injetados 10 uL de solugdo de Hemohes (6 %) e albumina humana (20 %)
(grupos Cpré e Cpds) ou da suspensao contendo células-tronco (grupos Tcpré

ou Tcpds) em 1 minuto.

Nos grupos pré-tratados (grupos Cpré ou Tcpré), os procedimentos para
a realizacado da laminectomia e os tratamentos foram feitos 30 minutos antes
da indugdo da isquemia. Nos grupos pos-tratados (grupos Cpds ou Tcpods),

esses procedimentos foram realizados 30 minutos apds a indugao da isquemia.

Inducao da isquemia medular

ApoOs a insercao dos cateteres para o registro da pressao arterial, foram
administrados 100 Ul/kg de heparina, via arterial, para posterior indu¢do da
isquemia medular. Um cateter Fogarty® 2 F (Edwards Lifesciences LLC —
Irvine, CA, EUA) foi inserido na artéria carétida comum esquerda até a aorta

descendente (11+1 cm no sentido caudal), seguido de insuflagcao parcial (40 uL
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de solucdo salina). O cateter, parcialmente insuflado, foi tracionado até o
posicionamento correto do baldo, no éstio da artéria carétida comum esquerda.
Nessa posigdo consegue-se, também, a oclusdo do 6stio da artéria subclavia
esquerda, importante via de circulacdo colateral. Com o cateter na posicao
correta, o baldo foi completamente insuflado (90+10 uL de solugao salina)

mantendo a aorta ocluida por um periodo de 12 minutos.

Durante a oclusédo da aorta, foi realizado o controle da PAP, mantendo
os valores entre 50 e 60 mmHg através do aumento, quando necessario, da
concentragao do isoflurano inalado para 5 %, logo apds a insuflagdo completa

do baldo (Figura 5).

PAi Prox.

Artéria carotida
externa esquerda

Dl A e D
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\:) i Arco aortico

PA Distal L\

Figura 5. Representagcado esquematica do modelo cirurgico adotado.
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Preparo das amostras criopreservadas

As aliquotas, contendo células-tronco, foram descongeladas
rapidamente em banho-maria (37 °C), suspensas em solu¢do contendo 3 mL
de albumina humana a 20 % (Sigma-Aldrich, Brasil) e 9 mL de HemoHes a 6 %
(B.Braun, Brasil) e, posteriormente, centrifugadas a 500 xg, por 10 minutos a
4 °C. Ap6s centrifugacgao, as células foram novamente suspensas em 1 mL da
mesma solugdo, sendo a viabilidade celular determinada em camara de
Neubauer, através da coloragdo com azul de trypan (0,4 %). A suspenséo final

foi de 1x10* células em 10 puL (Anexo 4).

Cuidados pos-operatoérios e analgesia

Apods o procedimento cirurgico, a condigdo hemodinamica foi monitorada
através da manutencao da linha pressorica distal por 20 minutos. Nos primeiros
10 minutos de pds-operatério, foi obtida nova gasometria arterial para controle
e, uma vez estabilizada a pressao arterial distal, a linha arterial foi retirada e o
animal foi extubado. A analgesia de fase aguda foi realizada através da
administracdo de dipirona (0,02 mg/kg via intraperitoneal), com manutencao

por via oral (0,5 mL em 500 mL de agua ofertada).



Métodos 29

Avaliacao da funcao locomotora

A avaliagdo da fungédo locomotora dos animais foi realizada por dois
pesquisadores independentes, cegos em relacdo ao tratamento, baseando-se
na escala de Basso, Beattie, Bresnahan (BBB), publicada em 1995”, ao longo
de quatro semanas. A avaliacdo foi realizada em uma area circular, com
diametro de 100 cm e bordas laterais com 21 cm de altura. Os parametros
analisados incluiram a variacdo de movimentos articulares dos membros
inferiores (tornozelos, joelho e quadris), posigcdo do abdémen, sustentagdo do
corpo, posi¢cao das patas posteriores, equilibrio, locomocéo, coordenacao de
passo e posicao da cauda, estabelecendo-se um escore que varia de 0 a 21,
em que O representa a auséncia total de movimentacdo e 21 significa
movimentacdo, coordenacao e equilibrio normais. Os dados foram coletados
em ficha propria para avaliagdo de acordo com tabela de classificagdo BBB

(Anexos 5 e 6).

Eutanasia e coleta de material biolégico

Apos quatro semanas, os animais foram submetidos a anestesia com
pentobarbital (50 mg/kg, via intraperitoneal) e a eutanasia realizada por
decapitacdo. Com a abertura cervical do canal medular, resultante da
decapitagcdo, a medula espinhal foi retirada através da injecao de solucao
salina gelada na parte distal do canal. O material obtido foi, entdo, comparado

a medida prévia da coluna vertebral, em cada animal, e seccionado o
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segmento da transicdo toracolombar T2-L3 sendo, posteriormente,

armazenado em nitrogénio liquido.

O material congelado foi fixado em solugdo tamponada de formaldeido,
a 10 %, embebido em parafina, submetido a cortes histolégicos com 4 um de

espessura e processados para analises histoldégica e imunohistoquimica.

Analise morfométrica dos neuronios viaveis e necroticos

A analise histologica foi realizada por patologista independente, cego
com relagdo ao tratamento. Cortes histoléogicos de 4 um de espessura da
transicdo toracolombar (trés cortes/animal) foram corados com hematoxilina e
eosina (H&E) para avaliagdo do numero de neurbnios viaveis e necroéticos
presentes na substancia cinzenta. Para leitura das laminas, foi utilizado o

software de analise de imagens NIS-Elements (Nikon, Tokyo, Japan)

A lesao isquémica foi determinada pela presenga de neurbnios
necroticos, caracterizados por citoplasma eosinofilico, nucleo condensado e
diminui¢cdo do tamanho celular. Em contrapartida, os neurénios, considerados
viaveis, apresentaram citoplasma mais claro, com pontilhados basofilicos
(contendo substancia de Nissl) e a presenca de nucléolos. Em casos de lesao
isquémica mais severa, a substancia branca, subjacente a area de leséo

(substancia cinzenta), também apresentava-se comprometida.

Em cada lamina, foi contado o niumero de neurdnios necroéticos e viaveis

em metade da substancia cinzenta (corno anterior e posterior). O resultado da
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variavel morfométrica de cada animal foi expresso como média, permitindo a
comparagao entre os grupos em relagcado a porcentagem de neurdnios viaveis e

necroéticos.

Imunohistoquimica para quantificacao de células nervosas em

processo de apoptose - TUNEL

Os cortes histolégicos foram desparafinados por exposi¢cao repetida
(trés vezes) em xilol puro, seguido de exposicdo, a concentragdes
decrescentes de etanol (100 %, 95 % e 70 %), lavados em agua corrente e
imersos em solugao tampao TRIS-HCI 10 mM, pH 7,4, contendo 20 ug/mL de
proteinase K (Invitrogen) durante 30 minutos, a 37 °C, seguido de lavagem com

tampéao fosfato salina (PBS, pH 7,4).

As amostras foram, entdo, recobertas com 10 uL da solugdo para
TUNEL (/n Situ Cell Death Detection Kit-POD, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) por 90 minutos a 40 °C. A partir da adigdo da solucao de
TUNEL, todo o restante do protocolo foi realizado ao abrigo da luz. Em
seguida, as laminas foram lavadas em PBS (trés vezes), por cinco minutos, e
as amostras tratadas com o reagente ProLong® Antifade Kit (Invitrogen) para

preservar a fluorescéncia.
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Imunohistoquimica para a deteccao e quantificacao de células

humanas hematopoiéticas CD45" na medula espinhal

Cortes histologicos (4 um de espessura) foram desparafinados e
reidratados, conforme descrito acima, para posterior quantificacdo de células
humanas hematopoiéticas CD45". Os ensaios imunohistoquimicos foram
realizados com kit CSAIl Biotin-free tyramide signal amplification system (Dako
USA), seguindo as especificagbes do fabricante. Ao final da reagdo, os cortes
foram lavados com agua e contracorados com hematoxilina, seguido de
desidratacdo em etanol, diafanizagcdo em xilol e recobertos com Permount
Resin (Fischer SP15). A determinagdo da sobrevida do enxerto foi realizada de
maneira semiquantitativa, através da analise de campos selecionados
aleatoriamente, avaliados por um examinador cego, com relagdo ao grupo da
amostra. Para cada campo analisado, foi determinado o numero de células
marcadas positivamente na substancia cinzenta. Todas as imagens foram

analisadas através do software NIS-Elements (Nikon, Tokyo, Japan).

Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
Graphpad Prism 5.2. As variaveis paramétricas foram expressas como
médiaterro padrao da média (EPM) e analisadas através dos testes de analise

de variancia de duplo fator, complementados pelo teste t de Bonferroni. As
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variaveis nao parameétricas foram expressas em medianas e percentis, e foram
analisadas através do teste de Kruskal Walis, complementado pelo teste de

Dunn. Foram considerados significativos os valores de p<0,05.
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RESULTADOS

A taxa de mortalidade global observada foi de 30 %, sendo registrados
quatro obitos no grupo Tcpré, trés no grupo Cpre, dois no grupo Tcpos e trés
no grupo Cpos., Os 28 animais que sobreviveram ao periodo imediato (vinte e
quatro horas) foram considerados para o estudo e compuseram a amostra
assim distribuida: Tcpré n=6, Cpré n=7, Tcpds n=8 e Cpds n=7. De acordo com
os critérios de sofrimento animal estabelecidos (Anexo 7), quatro animais foram
submetidos a eutanasia antes do término do periodo de 28 dias: Tcpré, dois
animais (dia cinco e seis) ); Cpré, um animal (dia trés); Tcpos, um animal (dia

trés).

Amostras de sangue arterial foram coletadas antes da insuflagdo do
cateter para a determinagdo dos valores basais de pO;, pCO;, pH, HCO3 e
lactato. Apos 12 minutos de indugdo da isquemia foram observadas alteragdes
previsiveis nos parametros gasométricos, em especial, redu¢gdo nos niveis de

HCO3; e aumento de lactato, ndo havendo diferenga entre os grupos (Anexo 8).

Apo6s a insercdo e insuflacdo do cateter Fogarty®, todos os animais
apresentaram queda nos valores de pressao arterial média distal, ndo havendo
diferenca entre os grupos (Tabela 1). A pressao arterial média proximal se
manteve estavel durante o periodo de clampeamento e, novamente, nao diferiu

entre os grupos durante todo tempo de aferigéo (Tabela 2).
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Tabela 1. Valores de presséo arterial média (PAM) distal dos grupos durante
os procedimentos experimentais

PAM Distal (mmHg)

Cpré Tcpré Cpés Tcpos
0 min 89,6 + 10,9 834117 100,3+ 16,4 101,5+ 11,4
4 min 95+2,0 129+2,6 11,5+2,3 12,1+1,5
8 min 8,3+1,3 11,3+ 3,0 9,7+24 10,1+ 2,8
12 min 8,1+17 10,5+ 3,5 92+272 9,8+2,8

Valores representam média+tEPM de 10 animais/grupo.

Tabela 2. Valores de pressédo arterial média (PAM) proximal dos grupos
durante os procedimentos experimentais

PAM Proximal (mmHg)

Cpré Tcpré Cpés Tcpos
0 min 54,7 +12,9 66,1 + 33,4 56,8 + 10,3 55,5+ 9,6
4 min 47,0+8,2 58,8 + 11,1 52,4 +12,2 58,6 + 6,6
8 min 47,0+5,8 51,0+ 9,5 46,3+ 8,7 53,7+ 4,7
12 min 49,7 £+ 111 50,8 + 8,3 47,1 +6,7 55,9+6,4

Valores representam médiazEPM de 10 animais/grupo.

Avaliacao da funcao motora

No primeiro dia de avaliagdo, apds a conclusdo dos procedimentos
cirurgicos, houve comprometimento importante da funcdo locomotora,
semelhante nos quatro grupos estudados, em 64 % dos animais (n=18). Nos
grupos Tcpré, Cpré e Cpds, manteve-se 0 mesmo nivel de comprometimento
da funcdo locomotora ao longo de todo o periodo avaliado. Ao contrario, o
grupo Tcpods apresentou melhora progressiva da fungéo locomotora tornando-
se significativa, em relagao ao primeiro dia de segmento, a partir do 14° dia

pos-operatorio (p=0,0006). Nao houve diferenga significativa, do ponto de vista
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estatistico, quando os quatro grupos foram comparados entre si (p=0,8351).

(Figura 6).
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Figura 6. Avaliacdo da funcdo locomotora através da escala BBB até 28 dias

apo6s a indugédo de isquemia medular. Tcpré (n=6); Cpré (n=7); Tcpds (n=8);
Cpos (n=7). *p<0,05 em relagdo ao primeiro dia de seguimento.

Avaliacao morfométrica dos neuronios viaveis e necréticos

A analise morfométrica da viabilidade neuronal indicou que menos da
metade dos neurbnios encontravam-se na sua forma viavel, tanto no corno
anterior quanto no corno posterior da medula (Figura 7). Os animais do grupo
Tcpos apresentaram porcentagem de neurdnios viaveis superior aos demais

grupos, embora sem diferengas estatisticas significativas (Figura 7).
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Figura 7. Determinacdo da porcentagem de neurdnios viaveis na medula de
ratos submetidos a isquemia medular. A, corno anterior; B, corno posterior.
Valores representam a médiatEPM. Fotomicrografias representativas da
avaliacao histologica: C, Neurénio viavel; D, Neurdnio necrético.

Avaliacao imunohistoquimica para quantificacao de células

nervosas em processo de apoptose

Através da técnica do TUNEL, foi possivel observar que a leséo
isquémica resultou em poucas células apoptéticas ao final de 28 dias, conforme

ilustrado na Figura 8. Nessa avaliagao, houve diferenga significativa entre os
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grupos (p=0,048), sendo observado que os animais do grupo Tcpods

apresentaram menor numero de células apoptaticas (Figura 8).
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Figura 8. A, avaliagdo do processo apoptoético através do método de TUNEL.

Valores representam médiatEPM. B, fotomicrografia representativa de células
TUNEL". Aumento x1.000.

Avaliacao imunohistoquimica para a deteccao e quantificacao de

células humanas hematopoiéticas CD45* na medula espinhal

Na avaliagao da sobrevivéncia e incorporagao do enxerto, observou-se a
presenca de células-tronco humanas CD45" apenas nos animais dos grupos
tratados. A presenca dessas células foi similar nos dois grupos, ndo sendo
observada diferenga significativa com relacdo ao momento do tratamento

(Figura 9).
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Figura 9. A, avaliacdo do implante de células-tronco através da quantificacéo
de células CD45" por imunohistoquimica. Valores representam média +EPM. B,
fotomicrografia representativa de células CD45".
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DISCUSSAO

Embora ndo se conhega o exato mecanismo de atuagao dos diferentes
tipos de células-tronco na lesdao neuroldgica isquémica, diversas evidéncias
apoiam o uso dessas células no intuito de restabelecer os circuitos neuronais

lesados e/ou potencializar a liberacao de fatores troficos locais.

Diversos autores ja demonstraram a capacidade das células-tronco,
derivadas do sangue do corddo umbilical humano, de se incorporar ao tecido
nervoso e expressar marcadores neurais nas areas de lesdo medular

traumatica®®?°.

A diferenciagcdo em células com fendtipo neuronal foi
igualmente demonstrada nas lesdes cerebrais isquémicas?'. Contudo, nenhum
estudo abordou o comportamento dessas células na lesdao isquémica da

medula espinhal.

Os resultados do presente estudo demonstram que células-tronco do
cordao umbilical humano, injetadas por via intratecal 30 minutos apods a
oclusdo da aorta toracica descendente, em modelo de isquemia da medula
espinhal em ratos, sdo capazes de se incorporar nas areas de lesao isquémica,
sobreviver nesse ambiente por, pelo menos, quatro semanas e, ainda,

proporcionar algum grau de melhora do déficit neurolégico.

Estudos, utilizando células-tronco mesenquimais derivadas da medula
O0ssea e injetadas por via intratecal, dois dias antes da lesdao medular
isquémica, ja haviam demonstrado a capacidade de atenuar o déficit

neurolégico em coelhos'™. O mesmo resultado foi alcancado quando essas
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células foram injetadas duas ou 24 horas apos a oclusdo da aorta, mas nao
apos 48 horas, ressaltando a importancia da janela terapéutica na terapia com
células-tronco, no que se refere a lesdo isquémica da medula espinhal'®. Em
ambos os estudos, utilizou-se o0 modelo de clampeamento adrtico infrarenal, o
qual pode nao representar o que, efetivamente, ocorre nas situacbes de

correcdo das doencas da aorta toracica descendente™.

O mecanismo que leva a degeneragao neuronal, induzida pela isquemia,
€ apenas parcialmente compreendido. Em contraste com os achados
histopatoldgicos encontrados em animais com paraplegia isquémica espastica,
aqueles com apresentacdo flacida da doenca demonstram alteracbes
neurodegenerativas pan-necroticas, afetando tanto neurénios inibitérios quanto
excitatorios, bem como motoneurdnios ventrais®. A atuacdo das células-tronco,
dentro desse largo espectro de disfungdo do tecido nervoso, corrobora a
existéncia de diversos mecanismos associados a atenuacéo da lesdo medular
isquémica.

Em modelo de paraplegia espastica em ratos, Ciskova e colaboradores
demonstraram uma progressiva recuperag¢ao da fungdo motora apés a injecao
de células-tronco embrionarias humanas, pré-diferenciadas em linhagem
neuronal, diretamente na medula espinhal. Adicionalmente, correlacionaram tal
melhora com a sobrevivéncia e a diferenciagdo das células-tronco em

neurdnios com fenétipo GABAérgico'”.

Embora as células-tronco, pré-diferenciadas em linhagem neuronal,
tenham maior capacidade de se diferenciarem em neurdnios e células gliais in

vivo do que as células-tronco derivadas do corddo umbilical®®, faz-se
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necessario ressaltar a dificuldade de obtencdo dessas células para o uso

clinico imediato.

Por outro lado, tanto as células-tronco derivadas da medula éssea,
quanto aquelas provenientes do corddo umbilical humano, demonstram outras
propriedades funcionais além da diferenciacdo celular. Entre essas
propriedades, destacam-se os efeitos neuroprotetores, neovascularizagao e

inducdo de novos axdnios®""",

Em nosso estudo, a maioria dos animais apresentou paraplegia flacida.
Nessa situacdo, as células-tronco do corddao umbilical humano, identificadas
por um marcador especifico de linhagem hematopoiética humana CD45", ndo
apresentaram caracteristicas de astrécitos ou células neuronais. No entanto,
mesmo na auséncia de diferenciacdo nesses fendtipos, a interacdo dessas
células com o tecido hospedeiro, através da liberacdo de fatores troficos, pode
ser suficiente para exercer um efeito reparador e permitir a recuperagao

funcional dos animais®.

A melhora precoce da funcdo motora, observada nos animais que
receberam células-tronco apés a indug¢ao da isquemia, parece ser resultado de
efeitos neurotréficos, capazes de modular a resposta inflamatéria e conferir
neuroprotecdo. Outro fator que corrobora essa hipétese é que parece
improvavel que a presenca de poucas dessas ceélulas, no local da les&o, seja
suficiente para restabelecer a fungdo neurolégica através da substituicdo dos
neurdnios lesados. Adicionalmente, ndo houve correlagdo entre o numero de

células encontradas e a melhora da fungdo motora dos animais.
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O modelo experimental utilizado é factivel, embora haja, ainda, uma
preocupacao em relagdo a mortalidade dos animais, principalmente devido a
isquemia visceral. Isso se deve ao fato de que ndo apenas a medula espinhal,
mas também, figado, intestinos e rins tiveram seu aporte sanguineo
drasticamente reduzido durante o periodo de oclusédo da aorta. Nao obstante a
oclusdo da aorta toracica descendente contribuir com a morbi-mortalidade dos
animais, esse modelo é fidedigno e representa a pratica cirurgica adotada no

tratamento de doencas da aorta toracica descendente®.

O desenvolvimento de um método efetivo de administracdo das células-
tronco é premente, uma vez que a seguranga e a eficacia da terapia celular
dependem do modo de administragéo. Ensaios com inje¢gdes endovenosas de
células derivadas da medula éssea, em roedores, foram reportados como
sendo comparativamente menos invasivos e mais bem tolerados>', porém, com
0 uso dessa via, muitas células podem ser amplamente distribuidas por todo o
organismo, principalmente para figado, baco e rins. Outra questao relevante é
a da reprodutibilidade do seu uso para enxerto de células no sistema nervoso
central, na auséncia de interrupgdo da barreira hemato-encefalica’®. Os dados
do presente estudo corroboram a eficacia da via intratecal para injecédo de
células-tronco do cordao umbilical humano. Esse método se mostrou viavel e
seguro para a administracdo dessas células nesse tipo de lesdo, permitindo
multiplas inje¢des, o que pode ser util na determinagcao do tempo de janela

terapéutica.

Em relagdo ao momento da administragao, a evidéncia, tanto de necrose

quanto de apoptose foi maior, aparentemente, em segmentos toracolombares
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dos grupos controle e no grupo que recebeu células-tronco antes da isquemia.
Ao contrario, os animais, que foram tratados apdés 30 minutos da leséo,
exibiram uma melhor evolugdo motora e menor nivel de apoptose ao final de
quatro semanas. E possivel que essas células, introduzidas imediatamente
antes da isquemia, ndo apenas nao sobrevivam a esse processo (caracterizado
principalmente por componentes toxicos como radicais de oxigénio e enzimas

liticas), mas possam ainda piorar a resposta inflamatdria.

Nosso estudo corrobora o uso de células-tronco na lesdo isquémica da
medula espinhal, representando um passo importante no tratamento da
isquemia medular decorrente das cirurgias que envolvem as doencgas da aorta
toracica descendente. Por outro lado, ha a necessidade de estudos adicionais
para a investigagdo dos mecanismos envolvidos com a atuagédo das células-
tronco, o tempo ideal de janela terapéutica e o numero adequado de células a

serem administradas na lesdo medular isquémica.
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CONCLUSOES

. A injecéo intratecal de células-tronco do corddo umbilical humano é
factivel e foi capaz de melhorar o déficit motor em ratos, quando realizada 30

minutos apods a isquemia da medula espinhal,

. As alteragdes histologicas da medula espinhal, particularmente no corno
anterior, caracterizadas por maior numero de neurbnios viaveis e menor
incidéncia de apoptose, ndo se correlacionaram significativamente com o

comportamento funcional dos grupos estudados;

. As células do cordao umbilical humano foram capazes de se
incorporarem e sobreviverem na medula espinhal por até 28 dias de

seguimento.
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ANEXOS

Anexo 1.

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, em sessdo de 15/04/2009, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n° 0281/09, intitulado: "EFEITO DA INJECAO INTRATECAL DE
CELULAS TRONCO DERIVADAS DO SANGUE DO CORDAO UMBILICAL HUMANO APOS
LESAO ISQUEMICA DA MEDULA ESPINHAL EM RATOS' apresentado pelo
Departamento de COMISSAO CIENTIFICA DO INCOR, inclusive o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os
relatdrios parciais e final sobre a pesquisa (Resolucdo do Conselho Nacional de
Saude n° 196, de 10/10/1996, inciso 1X.2, letra "c").

Pesquisador (a) Responsdvel: Luiz Felipe Pinho Moreira
Pesquisador (a) Executante: Gustavo Leno Judas
CAPPesq, 15 de Abril de 2009

V. N
Prof. Dr. Eduardo Massad
Presidente da ComissGo de
Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa

uumngégE%\%\glFlCA
\} /Q4 /09
Caasne
Comiss&o de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo Rua Ovidio Pires de Campos,

225, 5° andar - CEP 05403 010 - S&o Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail:
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Anexo 2.

Selecéo das pacientes que fardo a doagéao de SCUP

Critérios de inclusao:
- Gestantes com idade entre 18 e 36 anos, 11 meses e 20 dias;
- l[dade gestacional de no minimo 35 semanas;

- Gestantes que concordaram e assinaram o TCLE.

Critérios de exclusao:

- Sofrimento fetal grave;

- Feto com anormalidade congénita;

- Infecgdo durante o trabalho de parto;

- Temperatura materna superior a 38 *C durante o trabalho de parto;

- Gestante com situagio de risco acrescido para transmissdo de doenga
infecciosa transmissivel pelo sangue (HIV, CMV, HTLV, Toxoplasmose,

Hepatites B e C);
- Presenga de doengas gue possam interferir com a vitalidade placentaria;
- Gestante em uso de horménios ou drogas que se depositam nos tecidos;

- Gestante com histdria pessoal de doenga sistémica auto-imune ou de

neoplasia;

- Gestante e seus familiares, pais biologicos e seus familiares, ou irmaos
bioldgicos do recém-nascido com historia de doengas hereditarias do sistema
hematopoético  (doenca falcforme, talassemia, deficiéncias enzimaticas,
esferocitose,  eliptocitose, anemia de Fanooni, porfiria, plaguetopatias,
neutropenia crénica, outras doengas de neutrofilos), doenga granulomatosa
crdnica, imunodeficiéncia, deméncia, doengas neurologicas degenerativas,
doengas metabolicas ou outras doengas geneticas.
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Anexo 3.

Coleta de Sangue de Cordao Umbilical e Placentario (SCUP)

A coleta de SCUP sera realizada antes e apos a dequitagio da placenta
(intra e extra-Utero) de acordo com procedimento padronizado e validado pela
Cryopraxis. Apos o nascimento do bebé& a porgdo mais distal do comdao
umbilical devera ser puncionada com agulha estéril ligada a uma das vias da
bolsa de coleta (contém citrato de sodio como anticoagulante). Apds a
dequitagdo espontdnea da placenta, esta devera ser colocada sobre campo
estéril @ 0 cord&o umbilical puncionado com a agulha da outra via ligada a
bolsa de coleta. A pungao deve ocorrer o mais proximo possivel da placenta e
deve-se coletar o maior volume possivel de sangue. A bolsa contendo o SCUP
deve ser acondicionada em frasqueira térmica adequada e enviada ao
|laboratario de processamento.

Analises do material coletado e do sangue materno

Microbiologia

O sangue de corddo umbilical coletado serd testado guanto a presenca
de microorganismos aerobios e anaerobios em frascos de hemocultura gue
serdo avaliados pelo laboratorio prestador de senigos da Cryopraxis. As
amostras que apresentarem microbiologia positiva sero descartadas.

Sorologia

Devera ser coletada uma amostra de sangue materno & as sorologias
para HIV (Virus da imunodeficiéncia humana), HTLY (virus linfotropico humano
para células T), CMY (Citomegalovirus) 1gM e |gG, Toxoplasmose Igh e 1gG,
Hepatite B e C testadas de acordo com o descrito na Resolugao - RDC 153/04
- ANVISA. As amostras sergo descartadas caso alguma dessas sorologias seja
reagente; exceto quando CMV elou Toxoplasmose 1gG.

Processamento de SCUP

Os procedimentos de separagio das células mononucleares de SCUP
(fracdo que contém as células-tronco) serdo realizados no laboratario matriz da
Cryopraxis no Rio de Janeiro.

O material coletado sera submetido & separacBo da fragdo de células
mononucleares por gradiente de densidade. Todo o sangue coletado serd
processado & o numero total de células obtido quantificado em contador
automdtico. A presenca de contaminagio microbiologica sera detectada a partir
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de hemocultura aerdbia e anaerdbia; afim de garantir a qualidade da amostra
que sera infundida.

O produto final do processamento serd fracionado em  aliquotas
contendo 108 células. A solugBo de celulas recebera a adicBo de agente
crioprotetor (DMS0 - dimetilsulfdxido). Esta solugSo contendo o agente
crioprotetor sera acondicionada em criotubos e submetida a congelamento
programado em equipamento automatico; onde a temperatura sera reduzida
gradativamente para evitar danos as células. Os criotubos contendo a solugdo
celular serdo armazenados em tangues de nitrogénio liguido.

Analises do material processado

Leucometria diferencial

0 SCUP coletado e as células mononucleares separadas deverdo ser
avaliados em contador automatico de células para determinacdo das
populagbes celulares presentes na amostra (leucocitos totais, linfocitos,
mondcitos & granulocitos).

Viahilidade celular

A viabiidade das células mononucleares apds separago serd
guantificada pelo método de Azul de Trypan (0,4%).

Marcadores de membrana

As células mononucleares serdo avaliadas por FACS (Fluorescent
Activated Cell Sorting) guanto aos marcadores de membrana CD45, CD34,
CD133, KDR, CD144, CD45RA, CD146, CD166, CD10, CD38, CD24, CD1,
CD3, CD4, CD8, CD38, CD122, CD56, CD&G, CD41, Ch41, CD14, CD16,
CD19 a fim de identificar & gquantificar as populagbes celulares presentes nas
amostras a serem infundidas.

Microbiologia

O produto final (amostra apos processamento) sera testado guanto a
presenca de microorganismos aerobios e anaerobios em frascos de
hemocultura gue serdo avaliados pelo laboratdrio prestador de servicos da
Cryopraxis. As amostras gue apresentarem microbiologia positiva serdo
descartadas.
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Transporte das células de SCUP criopreservado

As amostras criopreservadas deverdo ser enviadas pelo laboratario da
Cryopraxis-RJ para o laboratorio onde ocorrerd a infuso no Laboratorio de
Investigacao Meédica-11 (LIM-11) em contéiner tipo dry shipper especifico para
o transporte de amostras criopreservadas de acordo com o protocolo de envio
de amostras criopreservadas, seguindo procedimento validado pela Cryopraxis.
O centro de infusdo devera fazer solicitagBo das amostras, descrevendo o
numero de aliquotas, com pelo menos 48 horas de antecedéncia a data de
infusdo. Todas as aliguotas serdo enviadas e armazenadas no centro de
infusdo no Laboratorio de Investigagio Médica-11 da Faculdade de Medicina
da universidade de S50 Paulo.
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Anexo 4.

Matenal necessario para o descongelamento

2 Tubos Falcon de 15 mi
2 eppendorf de 2ml
Corante azul da trypan
Acido acelico 2%
Albumina humana 20%
HemoHes 6%

1 pipeta de 1000- ponteira
1 pipeta de 100- pontera
Pote de descarte
Estante para tubos

1-Par de luvas
2-Seringas de 10ml
2-Seringas de 3m|

2- agulhas de 30X0.7

Com excegio do HemoHes e da Albumina todos os materiais devem ser esteriizados
antes do procadimento no fluxo laminar com a luz UV durante 30 min

Protocolo de descongelamento da amostra

1% No 1° tubo Falcon preparar a solugao HemoHes /Abumina 5% ou solugao Dextran
40/Albumina 5% em uma diluiciio de 1:4,

Albumina humana 20%..........c...........2md
LT L o R ) e Smi
Praparando uma sokigdo total de 12 mi

2° Reftirar do 1 tubo 2mi da soluclo HemoHes/Abuming e transferir para o 2° tubo,
3°- Adicionar 1ml da amostra ao tubo com 10 ml e homagenizar bem.

4°- Centrifugar o matenial & 1200 mpm por 10' a4°C.

5%-Descartar o sobrenadante e ressuspender o pellet |suspensao de células) am 1 mi
da solugae H/A homogenizando com a ajuda da pipeta.

€°- Em um eppendorf adicionar 20l da suspensao de células, 20ul de azul de trypan
e 760 pL de dcido acético homogenizar bem.

7°- Com o auxilio da pipeta transferir uma allquota para camara de Neubauer e fazer a
contagem celular

Caleulo de Viabilidade Celular
-Contar os 4 quadrantes e utlizar a formula;

Viabilidade celular % = n° de células vivas X 100
N° células totais

Células vivas: Células transparentes
Célulzs mortas: Células de cor azul
Células totais: vivas @ martas
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Anexo 5.

Anexo A - Ficha de pontuacio com os atributos que acompanham a escala de
avaliacdo locomotora de BBB

Raw#:_ _ Data: DPO: - Escore: E__ D
- Fosigio 5
Paaicho 3 ) z
Movimento do membio Posigan da Pata Pasn I’rimn ":""m" é
dio Tronoo g § 2 - pata =
= Plantar PL. 3 E bl % Faba
é _g B SO var j
Quadri]l | Joelho | Tornoz o Darsal | Planiar & Inicial B =
Vamer win w. k|
E D|E D E D Ladi Prop Sup. Sup. E D|E D E DJE DJE D] 2
o el a|le @a|E DIE D Arrasio E DlE D Dled |l a|la|e all I I
Acima
5 518 5 5 5 Paraklo o oflo o O Qo o]t I I I
E E|E EJ]E E Al F I F oI I F F|Pr PP P
B s
¢ C|c C|C | C
E=esquadn Dadirdin Tomoestormoeek
Comment:
@ = Sem movimento @ = Nada 0% I = Rotagio interna
5 = Movimento leve 0 = Ocasional  <50% E = Rotagao Externa
E = Movimento extenso F = Fregiiente 51 - 94% P - Paralela

FONTE: BASSO et al. (1995)

C = Consistente95-100%
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Anexo 6.

Anexo B - Escala de avaliacdo locomotora de Basso, Beattic ¢ Bresnahan (BBB)

0 Sem movimentos observdveis na pata traseira (PT)
Leve movimento de uma das duas articulacoes, usualmente o quadril efou o joelho
Extenso movimento de uma articulacio ou extenso movimento de uma articulacio e um leve movimento de

b =

outra

Extenso movimento de duas articulacdes

Leve movimento de todas as trés articulacoes da PT

Leve movimento de duas articulagbes e extenso movimento da terceira

6 Extenso movimento de duas articulacoes e leve da terceira

Extenso movimento de todas as trés articulacbes da PT

Arrastar ou acomodacio plantar da PT sem suporte de peso

9 Acomodacido plantar da PT com suporte de peso somente quando imével ou ocasional. Freqiiente ou
consistente apoio dorsal e sem apoio plantar da pata

10 Ocasional suporte de peso plantar, sem coordenacio PT-PD

11  Freqiiente a consistente suporte de peso plantar e sem coordenacio PT-PD

12 Freqiiente a consistente suporte de peso plantar e ocasional coordenacio PT-PD

13 Freqiiente a consistente suporte de peso plantar e freqtiente coordenacio PT-PD

14 Suporte de peso plantar consistente, consistente coordenacio PT-PD, posicio predominante da pata durante
a locomocdo em rotacdo (Interna ou externa), quando realizado contato inicial no solo quando solto, ou
freqiiente suporte plantar, consistente coordenacio PT-PD e ocasionais passadas dorsais

Lh e e

o0 =]

15 Consistentes passadas plantares e consistente coordenacio PT-PD e sem limpeza dos pés ou ocasional
limpeza dos pés durante a ascensio adiante do membro, posicio predominante da pata ao contato inicial €
paralela ao corpo

16 Consistentes passadas plantares e consistente coordenacio PT-PD durante a marcha e freqiiente limpeza dos
pés durante a ascensao adiante do membro, posicio predominante da pata ao contato inicial € paralela ao
corpo e modada ao se levantar

17 Consistentes passadas plantares e consistente coordenacio PT-PD durante a marcha e freqiiente limpeza dos
pés durante a ascensao adiante do membro, posicio predominante da pata € paralela ao corpo ao contato
inicial e ao se levantar

18 Consistentes passadas plantares e consistente coordenacio PT-PD durante a marcha e consistente limpeza
dos pés durante a ascensio adiante do membro, posicido predominante da pata ao contato inicial € paralela
ao corpo e rodada ao se levantar

19 Consistentes passadas plantares e consistente coordenacio PT-PD durante a marcha e consistente limpeza
dos pés durante a ascensio adiante do membro, posicio predominante da pata € paralela ao corpo ao
contato inicial e ao se levantar e o rabo estd para baixo parte ou todo o tempo

20  Consistentes passadas plantares e consistente coordenagio PT-PD durante a marcha e consistente limpeza
dos pés, posicio predominante da pata € paralela ao corpo ao contato inicial e ao se levantar, e instabilidade
dom tronco; o rabo estd para cima consistentemente

21  Consistentes passadas plantares e coordenacio de marcha, consistente limpeza dos pés. Posicio
predominante da pata é paralela por todo o instante, e consistente estabilidade do tronco; rabo
consistentemente elevado

Nota. Leve: movimento parcial menor que a metade da amplitude normal. Extensivo: movimento maior que a
metade da amplitude. Varrer: movimentos ritmicos de extensdo para flexdo completa e novamente extensao da
PT. Sem suporte de peso: sem contracio dos misculos extensores da PT durante a acomodacio plantar da pata
ou sem elevacdo do quarto traseiro. Suporte de peso: presenca de contracio dos muisculos extensores da PT
durante a acomodacio plantar da pata ou elevacio do quarto traseiro. Apoio plantar: pata em contato plantar
com suporte de peso. Apoio dorsal: peso suportado pela superficie dorsal em alguns pontos do ciclo da marcha.
Coordenacio PT-PD: para cada passo da pata dianteira um passo da pata traseira € dado. Ocasional: menor ou
igual a 50%. Freqgiiente: maior que a metade . mas nido sempre (51-94% ). Consistente: quase sempre ou sempre
{95-100%). Instabilidade de tronco: deslocamento lateral do peso que cause balancar de latero-lateral ou
colapso parcial do tronco.

FONTE: BASSO et al. (1995)
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Anexo 7.
Tame & ANiMAL MONITORING CRiTERI
Score
o 2 5 10 15 X
Body weight 0—4% weight loss 5-9% weight loss 10-14% weight loss 15-19% weight 20% weight loss (IE)
loss (IT)
Physical appearance Normal Genenal lack of Dermatitis or minor PMiloerection, Hunched and eyes
grooming or porphyrin or hunched up or half dosed (15)
a i ocular/ nasal severe porphyrin
discharge (n
Behavior/ activity Normal mobility Less mobilke, but Less mobike and Less mobile and very No response when
above and social and akert isolaked, butalernt still, not alert (IT) stimulated (IE)
contralateral
injury
Clinical signs. Naone Soft stools or blood Shallow or increased  Severe diarrhes or Irregular gasping
in the urine respimbry effort skin tenting (1 sec) respirations or
[(19] pale skin; seizunes
o
empenture + 3°C
of normal (IE)
Lesions fautotomy No ksions Redness or scab on Open or weeping Digit autotomy Autoomy of the
wound surgical wound beyond second metitaraks, digit
(IT or ISAx open knuckk on <2 v
lesion; §elf- digits (IT) second knuckle on
mutlating) (ISA) >2 digits or
reopening of lesion
@E)
Tumors/cysts Naone Small subcutancous Tumor or cyst with lLarge tumor or cyst
tumor or cyst small scab; large a?‘:ﬁig mobility
tumor or cyst (IE)
The animak are asessed and sconed i six 1 generar a comp wore. Exp 1 animals are weighed and monitored dady. In addition toa number of welkbdefined humane ende
points, 3 composite scoreof 20 ar above Using our W sysdem, scores for animalk with T3 complete transection SCland sham injury are generally similar by 14 days poste

.

"

quinad; 1SA,

surgical atention required; IE, d Sanas
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Anexo 8.

Tabela com avaliagdo gasométrica antes e apos a indugéo da isguemia medular

Gasometria pés isquemia

Gasometria pré isquemia
Cpré Tcpré Cpos Tcpoés

Cpré Tcpré Cpos Tcpos
3629+1114 334, 7+392 2904+795 3284 +77,8 3651 +139,1 2497 + 1277 344,2+ 1052 3044 +81,2

pC:

pCO; 22,2+6,2 20,1+5,8 20,139 18,6 £2,6 222+54 126+24 21,9+93 19,5+3,9

Lactato 27+09 34+1,0 3,1+05 31+13 59+21 7.0+ 14 58+17 6,6+ 1.6

pH 7.56+0,1 76101 7,6+ 0,0 76+0,0 74+01 7,4 +0,1 7.4+0,1 74+0.1
140+19 126+24 14,4+ 4,0 13,0+13

HCO; 18,1+3,2 19,0+£5,3 19,0+ 3,5 18,0+ 26
Valores representam médiazEPM de 10 animais/grupo. Cpré, animais tratados com veiculo antes da indugéo da isquemia medular;
TCpré, animais tratados com células tronco previamente a indugdo da isquemia medular; Cpos, animais tratados com solugdo
veiculo apos a indugéo da isquemia medular; TCpés, animais tratados com células tronco apos a indug&o da isquemia medular.
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