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‘O importante é né&o parar de questionar. A
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RESUMO

Araujo AO. Avaliagao da injegdo em dose unica de células-tronco obtidas do cordao
umbilical de humanos, imediatamente e apds 7 dias do trauma raquimedular em
camundongos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;
2024.

O traumatismo raquimedular (TRM) é considerado uma das lesbes mais graves da
traumatologia e pode ocasionar danos catastroficos tanto a nivel individual quanto
social. As causas mais frequentes de traumatismo raquimedular sdo os acidentes
automobilisticos, as quedas de altura, os acidentes evolvendo recreacao e violéncia.
Sua fisiopatologia envolve duas fases distintas, a fase primaria e a secundaria, que
estdo diretamente correlacionadas com a gravidade da lesdo. Grande parte do
tratamento disponivel tem efeito limitado no que diz respeito a recuperagao
neuroldgica e melhora da qualidade de vida dos pacientes. A terapia celular vem
sendo estudada como uma terapia promissora para conter os efeitos deletérios da
lesdo neurologica apos o TRM. As células-tronco s&o capazes de atuar na contengao
do processo inflamatério e no estimulo do crescimento e regeneragao do tecido
nervoso, seja pela secregao de fatores neurotroficos, seja pela sua diferenciagdo em
células neurais. Existe uma ampla variedade de células-tronco que estdo sendo
testadas e tém mostrado efeitos promissores. As células-tronco do sangue do cordao
umbilical e placentario apresentam algumas vantagens sobre outros tipos celulares
como o fato de n&o apresentar questdes éticas relacionadas com a sua obtengao, uma
vez que é retirada de um material que seria até entdo descartado; sao células que
apresentam uma menor imunogenicidade, diminuindo o risco de doenga enxerto-
versus-hospedeiro além disso, ja foi comprovado que podem se diferenciar em células
do tecido nervoso. O objetivo deste estudo foi avaliar as alteragdes histolégicas e a
recuperacgao funcional motora do tratamento na fase aguda e subaguda com células-
tronco do sangue do corddo umbilical e placentario de humanos em um modelo
padronizado de traumatismo raquimedular de camundongos Balb C. No total, 40
camundongos foram sorteados em 5 grupos de 8 animais, sendo os dois primeiros
grupos terapéuticos e os 3 ultimos grupos de controle. O grupo 1 utilizou as células-
tronco imediatamente apo6s o trauma e o grupo 2 apoés 7 dias do trauma. O grupo 3
recebeu soro fisiologico imediatamente apds o trauma, o grupo 4 foi submetido
exclusivamente ao trauma e o grupo 5 foi submetido a via de acesso e laminectomia,
sem a realizagdo do trauma raquimedular. Foi realizada avaliacdo motora pelas
escalas BMS, MFS e plano horizontal durante 6 semanas apés a lesdao. Apds este
periodo, os animais foram submetidos a necropsia para avaliagdo macroscoépica e
histolégica da medula. Os resultados mostraram uma melhora histoldgica significativa
nas amostras tratadas com células-tronco, demonstrada por uma reducéo
estatisticamente significativa nos graus de necrose, hemorragia e degeneragdo em
comparagao com os grupos de controle. Quanto a recuperagdo motora, observou-se
uma melhora parcial de todos os grupos durante as semanas, contudo, nao houve
diferenga estatisticamente relevante nas escalas quando comparados os grupos de



intervencao e os grupos controle. No contexto da lesao medular, o presente estudo
sugere que as células-tronco mononucleares aplicadas sobre a lesdo de
camundongos Balb C, apresentam um papel limitado no tratamento das fases aguda
e subaguda do TRM, sobretudo no que diz respeito a melhora funcional. Essas
diferengas podem estar relacionadas as diferentes capacidades de diferenciagdo e
propriedades intrinsecas desses tipos de células-tronco.

Palavras-chave: Células-tronco mononucleares. Traumatismos da medula espinal.
Cordao umbilical. Atividade motora. Avaliag&o histopatologica.



ABSTRACT

Araujo AO. Evaluation of single-dose injection of human umbilical cord-derived stem
cells, immediately and 7 days after spinal cord injury in mice [thesis]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2024.

Spinal cord injury (SCI) stands as a critical trauma condition, potentially causing severe
individual and societal repercussions. The leading causes of SCI encompass car
accidents, falls from heights, recreational accidents, and acts of violence. SCl's
pathophysiology comprises two distinct phases: the primary and secondary phases,
directly associated with lesion severity. Present hospital care primarily aims to mitigate the
harmful effects of the secondary inflammatory phase that ensues initial damage. Despite
available treatments, there are limitations in terms of neurological recovery and enhancing
patients' quality of life. Cell therapy, proven effective in treating some central nervous
system degenerative diseases, holds promise in mitigating neurological injury's
detrimental effects post-SCI. Stem cells possess the capacity to contain inflammation and
stimulate nervous tissue growth and regeneration, through neurotrophic factor secretion
or neural cell differentiation. A variety of stem cells are under extensive experimental
evaluation, showing promising outcomes. Umbilical and placental cord blood stem cells
offer advantages such as ethical acquisition, as they are obtained from otherwise
discarded material, low immunogenicity, reducing graft-versus-host disease risk, and
demonstrated potential to differentiate into nervous tissue cells. This study aimed to
assess the histological changes and motor functional recovery following treatment in the
acute and subacute phases with human umbilical cord blood and placental stem cells in
a standardized model of spinal cord injury in Balb C mice. A total of 40 mice were allocated
into five groups, with the first two receiving stem cells immediately after SCI and after 7
days, respectively, while the remaining three comprised control groups. Group 3 received
saline solution immediately after the trauma, group 4 was exclusively subjected to the
trauma, and group 5 underwent the surgical approach and laminectomy without
performing the spinal cord injury. Motor assessment employed BMS, MFS, and horizontal
plane scales over six weeks post-injury. Afterward, necropsy was conducted for
macroscopic and histological spinal cord evaluation. Results revealed significant
histological improvements in the stem cell-treated samples, manifested by a statistically
notable reduction in necrosis, hemorrhage, and degeneration compared to control groups.
Regarding motor recovery, all groups exhibited partial improvement over the weeks;
however, there was no statistically significant difference in the scales when comparing the
intervention and control groups. In the context of SCI, this study suggests that
mononuclear stem cells applied directly to Balb C mice lesions have a limited role in
treating the acute and subacute phases of SCI, particularly in terms of functional
enhancement. These distinctions may be linked to the diverse differentiation capacities
and intrinsic properties of these stem cell types.

Keywords: Mononuclear stem cells. Spinal cord injury. Umbilical cord. Motor activity.
Histopathological assessment.
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O traumatismo raquimedular (TRM) é considerado uma das mais graves lesdes
da traumatologia e tem um impacto devastador para a sociedade, tanto na esfera
individual, podendo levar a grandes perdas pessoais; quanto social, por se tratar
de uma patologia com tratamento de alto custo(’-3) .O custo estimado da vida de
uma pessoa de 25 anos com lesdo da medula cervical alta pode superar 3 milhdes
de dolares, e mais de 1 milhdo de ddlares para uma pessoa de 25 anos com
paraplegia.

A incidéncia anual global de TRM é estimada entre 10,4 e 83 casos por
milh&o por ano, com uma larga variagao entre as regides e os paises. De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude, sdo aproximadamente 250.000 a 500.000
casos por ano ao redor do mundo®®. A coluna cervical é o segmento mais
comumente afetado, seguido pelo toracico e lombar?8). A prevaléncia relatada
estimada esta entre 236 e 4187 por milhdo de habitantes, no entanto, esses
numeros sao muito limitados por uma falta de dados suficientes publicados da
Africa, América do Sul e Asia®.

O TRM ocorre 3 a 4 vezes mais frequentemente em homens do que
mulheres. A distribuicdo de idade é bimodal com o primeiro e maior pico observado
entre 15 e 29 anos de idade e um segundo pico ocorrendo em idades superiores a
65@).

As causas mais comuns de TRM sao colisées de veiculos motorizados,
quedas, recreagao e violéncia. Lesdes por esmagamento e tentativa suicidio

contribuem em menor grau, com grande variagédo entre as regides globais(?).

1.1 FISIOPATOLOGIA DO TRAUMATISMO RAQUIMEDULAR

O TRM pode ser entendido como uma lesado primaria, seguida de uma lesao
secundaria, resultando em uma cascata progressiva de danos teciduais, os quais
podem ser exacerbados por uma disfungcdo autondmica sistémica. A supressao
desse processo patologico constitui o fundamento do tratamento farmacolégico e

cirurgico dessa condigdo("27).
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1.1.2 Lesao primaria

z

A lesdo primaria resulta de um insulto traumatico para a medula espinhal. E
resultado da acao de forcas compressivas sobre a medula espinhal, que levam a um
dano tecidual associado a ruptura de axdénios, vasos sanguineos e membranas
celulares®®. De modo geral, existem quatro tipos de mecanismos de lesdo primaria:
impacto acompanhado de compressido persistente; impacto isolado; distracio; e
laceracao/transeccéo. Entre esses mecanismos, o impacto associado a compressao
persistente € o mais prevalente e frequentemente ocorre por meio de fraturas por

explosao®).
1.1.3 Lesao secundaria

A lesdo primaria desencadeia uma cascata de eventos que marca o inicio da
lesdo secundaria. Esta segunda fase da lesdo € iniciada pela quebra das barreiras
protetoras que normalmente mantém o “isolamento imunolégico” do sistema nervoso
central (SNC)®@9),

A lesdo secundaria se inicia com algumas horas e pode durar semanas. Dentro
de segundos, a lesdo da microvasculatura causa hemorragia e edema que prejudica
a perfusdo sanguinea para a medula espinhal traumatizada. Trombose e
vasoespasmo contribuem para agravar a isquemia. Ocorre necrose com ruptura
mecanica das membranas celulares, o que culmina com uma liberagéo de glutamato
que pode atingir niveis citotéxicos além da desregulag&o ibnica do influxo de Na* e
Ca2+(2,7)_

Os mecanismos da fase inicial da lesdo secundaria sao divididos
conceitualmente em trés estagios: agudo (até 48 horas), subagudo (entre 2 dias e 14
dias) e cronico (iniciando-se apds 6 meses). E durante estas fases iniciais que a
intervengcdo meédica, incluindo descompressao cirurgica precoce, administracdo de
neuroprotetores e agentes neurorregenerativos, € estudada visando evitar um

agravamento do dano tecidual27),
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1.1.4 Fase aguda

A fase aguda se apresenta principalmente com ruptura vascular, hemorragia
e isquemia. Ocorre uma neuroinflamacéao resultante da ativagcéo do sistema imune
inato pelas citocinas liberadas pelos astrdcitos, células endoteliais e microglia®). A
ruptura da microcirculagdo € acompanhada pela desregulagédo ibnica associada
com uma infiltracdo de neutréfilos que irdo liberar a mieloperoxidade, contribuindo
para a citotoxicidade, producéo excessiva de radicais livres e resposta inflamatoria,
0 que é responsavel por uma agressao adicional aos neurdnios e células da glia®).
A citotoxicidade é resultado da superativacdo de neurotransmissores excitatérios
(glutamato e aspartato) e pode induzir um apoptose dos neurbénios e das células
da glia, especialmente os oligodendrocitos(’).

Os radicais livres provocam uma peroxidacao lipidica das membranas
celulares, resultando na lise das células, disfungdo das organelas e desequilibrio
da homeostase i6nica intracelular(®).

As células inflamatdrias infiltram a area lesionada, liberando fatores de
necrose tumoral, interleucinas (principalmente IL1 e IL6) e outros fatores
inflamatdrios, levando a necrose celular e apoptose. Estes fendmenos contribuem
com a liberagdo de novos radicais livres que lesionam as células endoteliais e

contribuem com a disfuncdo dos astrocitos(’-3).,

1.1.5 Fase subaguda

Fase caracterizada pela proliferacdo de astrocitos reativos. Os astrocitos
lesionados sao ativados para produzir mais células reativas, contribuindo com a
formacao de fibrose e uma cicatriz glial mais densa. As cicatrizes gliais mais
densas agem como uma barreira mecénica e quimica, ao secretar moléculas
extracelulares inibitérias como o sulfato de crondoitina, que inibem o crescimento
e o desenvolvimento dos axénios(’).

Os astrécitos também exercem uma fungéo positiva na regeneragao apos o
TRM. A hiperplasia astrocitaria pode levar a cicatrizagdo do tecido neuroldgico
lesionado, recuperar a homeostasia local e contribuir com a recuperagao da
barreira hematoencefalica. Com a barreira reconstruida, diminui-se o edema, a

infiltracdo de células inflamatdrias e limita-se a difusdo do processo inflamatdrio,
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diminuindo o dano secundario. Além disso, os astrocitos também secretam fatores
de crescimento neutrofilicos que exercem efeitos neuroprotetores, tais como o fator
neurotréfico derivado do cérebro, fator de crescimento endotelial vascular e o fator
de crescimento de fibroblastos. Estes fatores estimulam a migracéo, proliferagao e
diferenciagdo de células progenitoras de oligodendrdcitos que irdo prevenir a

desmielinizacdo apos a lesdo(®).

1.1.6 Fase cronica

A fase crbnica geralmente se inicia apds 6 meses da lesdo, embora isso seja
controverso. Nesta fase ocorre a maturagdo da lesdo, incluindo a formagao da
cicatriz e o desenvolvimento de siringomielia. Portanto o tratamento se concentra
em melhorar a regeneracdo dos axoénios danificados e da bainha de mielina e

prevenir a formagao das cicatrizes gliais().

1.2 QUADRO CLINICO

O TRM comumente resulta em alteragcdes nas fungdes sensitivas, motoras e
autondmicas. Além disso, pode induzir quadros de dor intratavel e afetar as funcdes
respiratéria, urinaria e gastrointestinal. Essas complicagbes também podem
predispor os pacientes ao desenvolvimento de infecgdes, contribuindo para uma

significativa deterioragéo na qualidade de vida(’).
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1.3 TRATAMENTO

Os cuidados primarios com relagéo a lesdo medular aguda sao voltados para
conter os efeitos deletérios da cascata secundaria, portanto, deve-se dar énfase na
melhora da oxigenacgao e perfusdo da medula. O atendimento inicial deve ser voltado
a se evitar a hipotensao, induzir hipertensdo e encaminhar o paciente para servigo
especializado que realize descompressdao medular e estabilizacdo da coluna. O
objetivo € manter a pressao arterial média (PAM) entre 85 mmHg e 90 mmHg pelos
primeiros 7 dias apds a lesdo medular®,

O uso de corticoide ainda € um tema controverso. Existem autores que
defendem que a descompressao precoce (< 24 horas) em conjunto com succinato
sodico de metilprednisolona apresentam bons resultados®. O emprego de
metilprednisolona entre os cirurgides tem demonstrado uma redug¢do, conforme
indicado por estudos que investigaram os padrdoes de pratica médica. Apesar disso,
uma pesquisa realizada em 2018 sugeriu que a maioria dos cirurgides em todo o
mundo (52,9%) ainda faz uso de metilprednisolona no tratamento de les6es medulares
agudas®).

Existem ainda diversas substancias neuroprotetoras e agentes
neurorregenerativos que estdo sendo testados, em diferentes fases clinicas, para
tentar conter os efeitos deletérios da fase secundaria. Sdo exemplos desses agentes
o GM-1, Gangliosidio, nimodipina, naloxone, mesilato de tirizilade, Minociclina e
Riluzole?.

O tratamento cirurgico visa corrigir o efeito compressivo sobre as estruturas
nervosas, restaurar o alinhamento anatbmico, dar estabilidade, bem como
potencializar a recuperagdo neuroldgica®%. O desfecho neurolégico depende da
gravidade e do nivel da lesdo. Na pratica clinica, os pacientes com les&o incompleta
sdo tratados com mais urgéncia do que os pacientes com lesdao completa, pois
costumam apresentar melhora funcional mais evidente®. O tempo ideal para a
intervencdo cirurgica ainda tem sido bastante discutido na literatura, com as
evidéncias se voltando cada vez mais para a intervengao precoce!'-2).

Os trabalhos atuais sugerem que a descompressao precoce, quando realizada
em menos de 24 horas, leva a uma melhor recuperagao dos pacientes vitimas de
trauma raquimedular®. Em uma metanalise publicada em 2021, Badhiwala et al.("0
observaram beneficios da descompressao antes de 24 horas. Os autores observaram
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que a realizagao da cirurgia descompressiva dentro de um intervalo de 24 horas apos
a lesdo esta correlacionada com uma recuperagao motora e sensitiva mais eficaz, em
contraste com procedimentos cirurgicos realizados 24 horas ou mais apds o evento
traumatico. Além disso, no caso especifico de lesdes na medula cervical, verificaram
que a melhoria adicional nos escores motores totais associada a descompressao
precoce € mais pronunciada nos membros superiores, ao nivel da lesdo ou
imediatamente abaixo, em comparagdao com os membros inferiores. Também foi
observado que durante o periodo inicial de 24 a 36 horas apds a ocorréncia da lesao,
existe uma diminuicdo acentuada e constante na recuperacdo motora quando ha
atraso na realizagao da cirurgia descompressiva. Por ultimo, apds esse periodo inicial
de 24 a 36 horas, a recuperagdao motora tendeu a se estabilizar, e a capacidade da
cirurgia descompressiva ficou comprometida.

Bock et al.('! compararam os efeitos da descompresséo ultraprecoce (< 4 horas
do trauma) e da descompressao precoce (entre 4 e 24 horas do trauma) numa coorte
de 69 pacientes com TRM de forma retrospectiva. Os autores ndo observaram uma
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos com relagado a recuperagéo

neuroldgica.
1.4 PROGNOSTICO E REABILITACAO

As prioridades de recuperagao diferem entre os pacientes com paraplegia e
tetraplegia. Pacientes com paraplegia tém alta prioridade em recuperar a locomogao
e a fungdo sexual. Ja os pacientes com tetraplegia, tém necessidade prioritaria de
ganhar fungéo das maos®).

Apenas 10% a 15% dos pacientes com uma lesédo neurolégica completa irdo
melhorar o nivel para uma lesdo incompleta. As taxas de recuperagdo de lesdes
incompletas sdo consideravelmente melhores(. O nivel da lesdo neuroldgica também
€ um fator determinante. Os pacientes vitimas de trauma cervical costumam ter uma

melhora mais pronunciada do que os pacientes vitimas de trauma toracico .
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1.5 TRABALHOS EXPERIMENTAIS SOBRE TRAUMATISMO RAQUIMEDULAR

O continuo estudo da fisiopatologia associada a lesao do sistema nervoso
central tem proporcionado uma base de evidéncias para diversas abordagens
terapéuticas. Resultados promissores tém sido observados em relagédo a melhora da
fungcdo neurolégica em pacientes com lesdes medulares. A compreensao dos
processos fisiopatoldgicos primarios e secundarios tem sido amplamente investigada
por meio de experimentagcao em laboratério utilizando modelos de lesdo da medula
espinhal. Dentre os varios modelos avaliados, destaca-se o uso de animais como
gatos, cachorros, macacos e ratos, sendo estes ultimos os mais comumente
empregados't12). A uniformizagdo do modelo de lesdo medular viabiliza a
replicabilidade e a avaliagdo dos desfechos('?).

Os modelos murinos oferecem vantagens distintas em relagdo a outros
modelos animais. Os camundongos sdo economicamente viaveis para os laboratérios,
apresentam alta taxa reprodutiva, séo de facil manejo e requerem cuidados minimos.
Além disso, eles oferecem um vasto potencial para a engenharia genética, permitindo
a realizacado de estudos direcionados nessa area. Essas caracteristicas tornam os
camundongos uma escolha preferencial como modelo experimental, oferecendo uma
plataforma eficiente e acessivel para pesquisas cientificas('419),

Considerando o exposto, com o objetivo de minimizar o impacto na qualidade
de vida das pessoas afetadas por lesdo medular, a investigagdo nesse campo
continua progredindo('®'"). Com o aumento das restricdes ao uso de animais em
pesquisa cientifica na era moderna, o modelo murino pode representar uma
alternativa viavel, oferecendo uma abordagem mais simples, conveniente e
econdmica. Isso possibilita a continuidade da investigagdo sobre o tema de forma
eficiente.
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1.6 TERAPIA CELULAR NO TRM

A terapia celular tem se tornado cada vez mais relevante nos estudos das
doencgas neurodegenerativas e do traumatismo raquimedular. A terapia com células-
tronco emerge como uma das alternativas promissoras entre as opg¢des terapéuticas
disponiveis para o TRM. Os Estados Unidos e a China destacam-se como os
principais lideres e contribuintes na pesquisa global nesse dominio('819),

Existem diferentes tipos celulares, que podem ser obtidos de uma variedade de
fontes. As células-tronco transplantadas exercem seus efeitos por meio de trés
mecanismos principais. O primeiro mecanismo envolve a substituicdo celular, no qual
as células-tronco se diferenciam em células neuronais ou vasculares para compensar
a funcéo prejudicada pela lesdo. Em segundo lugar, ocorre a regeneragéo das células-
tronco, onde o transplante desencadeia a regeneragéo das células-tronco neuronais
do préprio paciente. Por fim, ha a multipoténcia funcional, na qual as células-tronco
transplantadas liberam diversos fatores tréficos que ajudam a reduzir o dano ao
sistema nervoso ou a facilitar a formagao de novos circuitos neuronais@19).,

Embora numerosos estudos experimentais tenham avaliado o uso de células-
tronco no tratamento da lesdo medular, ainda existem desafios significativos. Por
exemplo, a taxa de sobrevivéncia das células transplantadas na medula espinhal é
baixa. Além disso, a fase da lesdo medular em que as células-tronco podem alcangar
o melhor resultado possivel, permanece incerta. Ademais, ainda ha muita controvérsia

sobre a identificacdo e selegdo do tipo de célula mais adequado?®)



2 OBJETIVO
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Avaliar as alteragdes histolégicas e a recuperagado funcional motora do
tratamento na fase aguda e subaguda com células-tronco do sangue do cordao
umbilical e placentario de humanos em um modelo padronizado de traumatismo

raquimedular de camundongos Balb C.



3 REVISAO DA LITERATURA
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3.1 TERAPIA COM CELULAS-TRONCO

As células-tronco sdo definidas como células ndo especializadas com a
capacidade de autorrenovacao e de diferenciacdo em outras células; e podem ser
encontradas nos seres humanos desde os estagios iniciais até mesmo no final da vida.
(21,22)-

As células-tronco tém a capacidade de proporcionar diversos efeitos
terapéuticos, abrangendo desde a liberacdo de moléculas sinalizadoras para o
ambiente circundante (efeito paracrino), a ativagdo de células-tronco e células
progenitoras naturalmente presentes no corpo, até a promogao direta da regeneragao
dos tecidos nervosos, a reducao da resposta inflamatdria, a promocéo da formacgao
de novos vasos sanguineos e até mesmo sua diferenciagdo em diferentes tipos de
células®d).

Elas podem apresentar basicamente dois tipos de divisdo: simétrica e
assimétrica. Quando a célula-tronco origina duas células-tronco idénticas, ocorre a
divisdo simétrica. Em contrapartida, quando a célula da origem a uma célula
diferenciada e uma célula-tronco idéntica, ocorre a divisdo assimétrica(®?).

O repertério de células que uma célula-tronco é capaz de se maturar diz
respeito a sua poténcia. Uma célula totipotente pode se diferenciar em qualquer
populagdo de célula terminal (o principal exemplo é o zigoto), ja uma célula
pluripotente, tem a capacidade de se diferenciar em quase todos os tipos celulares
das trés camadas germinativas (o principal exemplo sdo as células-tronco
embrionarias). As multipotentes s6 sao capazes de se diferenciar em linhagens
especificas (as células-tronco mesenquimais sdo as mais conhecidas)?'22),

As células oligopotentes podem se diferenciar em poucos tipos celulares. A
célula-tronco mieloide € um exemplo, ela pode se diferenciar nas células brancas
hematoldgicas, mas nao na linhagem vermelha. Ja as células unipotentes s&o as mais
limitadas em termos de diferenciagdo, podendo se diferenciar apenas no seu proprio
tipo celular, mas mantendo a capacidade de autorrenovagao que é necessaria para
se classificar como célula-tronco (principal exemplo s&o as células-tronco
musculares)?-?4). As células-tronco ainda podem ser divididas de acordo com a sua
fonte em células embrionarias e adultas (progenitoras). A principal fungéo das células-

tronco adultas € manter e reparar os tecidos onde est&o localizadas@'-22),
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As células-tronco embrionarias (CTEs) tém a capacidade de se autorrenovar e
se diferenciar em diversas linhagens celulares®). A aquisicdo de CTEs envolve o
isolamento de células da massa celular interna do blastocisto em desenvolvimento (4
a 5 dias de vida), uma das fases finais nas quais as ceélulas germinativas retém a
capacidade de pluripoténcia e autorrenovacgao; isso, no entanto, resulta na destruicao
do blastocisto, suscitando importantes questionamentos do ponto de vista ético. Além
disso, a formacao de teratomas foi observada em varios modelos animais de terapia

celular derivada de CTE, sendo uma outra fonte de preocupagao®'25),

3.1.1 Fontes de células-tronco

De um modo geral, as células-tronco podem ser obtidas de maneira autéloga
ou alogénica de cadaveres, de doadores vivos adultos e de origem embrionaria. As
células de origem embrionaria esbarram principalmente na questéo ética, no que diz
respeito aos riscos associados a sua aquisicao(?®),

Dadas as controvérsias em torno das CTEs, as ateng¢des foram se voltando mais
para as células-tronco mesenquimais (CTMs) e células-tronco pluripotentes induzidas
(CTPi), como alternativas multipotentes as CTEs humanas. Diferentemente das CTEs,
as CTMs podem ser prontamente colhidas em adultos e sao obtidas de varios 6rgéos e
tecidos, incluindo medula 6ssea, tecido adiposo, sangue do cordao umbilical e cavidade
oral. As CTMs séao caracterizadas por marcadores de superficie e geralmente dao
origem a células derivadas da mesoderme. Apesar disso, ja foi demonstrado in vitro e
in vivo, a diferenciagdo das CTMs em células do tecido neural, que s&o derivados da
ectoderme, mostrando a sua capacidade de transdiferenciacéo (quando uma célula de
uma camada germinativa se diferencia em uma célula de outra camada)®@?).

Além disso, a possibilidade de coletar e transplantar CTMs de forma autéloga
reduz bastante as preocupacgdes com imunogenicidade e rejeicao de enxertos. Estas
células ainda apresentam vantagens como a maior facilidade para as aprovagdes de
uma perspectiva regulatéria, bem como o crescimento rapido e grande viabilidade a
longo prazo, com o potencial de diferenciagdo neuronal ou neuroglial além da
secrecao de fatores de crescimento(20:25:27),

Em 2006, Takahashi e Yamanaka®® descobriram a possibilidade de
reprogramar ceélulas somaticas adultas em células-tronco pluripotentes. Através da

transducao de fibroblastos de ratos, mediada por retrovirus, com quatro fatores de
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transcricdo (Oct-3/4, Sox2, KLF4, e c-Myc) presentes em células embrionarias, foi
possivel transformar esses fibroblastos em células-tronco pluripotentes. Esta nova
forma de se originar células-tronco foi chamada de células-tronco pluripotentes
induzidas. Estas células apresentam caracteristicas semelhantes as CTEs e sdo uma
alternativa que também tem sido utilizada nos estudos experimentais de terapia
celular, porém existem relatos da formacao de teratomas com o uso destas células, o
que também levanta questbes quanto a sua seguranga, a semelhanga das
CTES(24,25,29)_

As CTMs ja demostraram efeito neuroprotetor em diferentes doencas
neurodegenerativas; além disso, o seu efeito imunomodulador e anti-inflamatario ja foi
comprovado em algumas doengas sistémicas. No TRM, estas células podem
apresentar efeitos imunomoduladores ao suprir o local da leséo tissular com variados
fatores de crescimento, dentre eles o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF),
o fator neurotréfico derivado de células gliais (GDNF), fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e o fator de crescimento neural (NGF). Além disso, elas podem
reduzir a apoptose e a liberagdo de citocinas pré-inflamatérias, contribuindo para

reduzir a resposta inflamatdria que ocorre apés a lesdao medulart??).
3.1.2 Células-tronco do sangue do cordao umbilical e placentario

As células-tronco do sangue do corddo umbilical e placentario (SCUP)
possuem caracteristicas unicas que as tornam altamente vantajosas para aplicagbes
clinicas e de pesquisa. Elas sao facilmente acessiveis e podem ser armazenadas a
temperaturas criogénicas por longos periodos de tempo, garantindo sua viabilidade a
longo prazo. Além disso, sua obtengao é realizada de maneira ndo invasiva, o que
significa que n&o apresenta riscos para o doador, pois sao coletadas a partir do
material que seria descartado apds o nascimento do recém-nascido®?),

E importante observar que o sangue do corddo umbilical no é a Unica fonte de
células-tronco derivadas do cordao umbilical. Outras populag¢des de células derivadas
do cordao umbilical, como as células perivasculares do corddo umbilical, as células
endoteliais da veia umbilical e as células-tronco da camada do corddao umbilical,
também representam alternativas viaveis para aplicacbes terapéuticas e de

pesquisa?),
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Seu efeito bioldgico ocorre através da liberagao de citocinas, fatores tréficos e
moléculas de adesao de células neurais, os quais promovem reparo do tecido
nervoso, incluindo crescimento axonal®®”). Muitos estudos pré-clinicos com modelo de
lesdo medular mostram efeitos benéficos das células-tronco do SCUP através de
atividade neurotréfica, anti-inflamatdria, antiapoptética e angiogénica. Além disso,
existem estudos que sugerem uma maior capacidade de proliferagao das células-
tronco do SCUP, se comparadas com as células-tronco da medula dssea.

As células-tronco do SCUP ainda tém como vantagem o seu baixo potencial
imunogénico (apresentam um maior numero de progenitores imaturos), o que diminui
a chance de doenga enxerto-versus-hospedeiro em transplantes alogénicos, bem
como provoca menos rejeigao e infecgdo pds enxerto®). Existem estudos in vitro e in
vivo que mostram a capacidade destas células de se diferenciar em células das trés
camadas germinativas, incluindo as células neurais('9).

As células-tronco do SCUP podem ainda produzir citocinas e fatores
neurotroficos, incluindo fator de crescimento endotelial vascular, fator neurotrofico
derivado da linha de células gliais e fator neurotrofico derivado do cérebro, que
estimulam a regeneragao nervosa, promovem o crescimento axonal e ainda podem
estimular os neurdnios lesionados. Além disso, podem inibir a formacao da cicatriz

glial e estimular células-tronco neurais endogenas('®).

3.1.3 Composicao das células-tronco do sangue do cordao umbilical

O sangue do cord&do umbilical e placentario € composto por uma variedade de
células-tronco, incluindo células-tronco mononucleares (hematopoiéticas), células-
tronco mesenquimais e células-tronco ndo-hematopoiéticas pluripotentes*3"). Essas
células monocucleares apresentam diferentes estagios de diferenciacéo,
identificaveis por meio da expressao de antigenos especificos, como CD133 e CD34.
As células mesenquimais presentes no cordao umbilical, por sua vez, possuem a
capacidade de se diferenciar em varias linhagens, incluindo células osteogénicas,
adipogénicas e condrogénicas. Além disso, demonstram potencial para se diferenciar
em células ndo relacionadas a camada mesodérmica, como células neurais. E
importante observar que essas células mesenquimais compartiiham semelhancas
significativas com as células mesenquimais da medula 6ssea e ndo apresentam os

marcadores de superficie tipicos das células hematopoiéticas®").
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As células multipotentes nao-hematopoiéticas estido presentes em menor
numero e s&o negativas para o CD45, que € o maior marcador das células
hematopoiéticas. Estas células expressam fatores de transcricdo comuns as células-
tronco pluripotentes, incluindo os fatores OCT4, SOX2 e NANOG. Além disso,
expressam marcadores de células-tronco embrionarias como o0 SSEA-3 e SSEA-4(31),

Comparadas com as células de adultos, as células do SCUP apresentam uma
maior proporcdo de células T imaturas, além de um menor nimero de células T
citotoxicas CD56+ e menor memoria imunolégica. Estes fatores contribuem para uma
menor imunogenicidade deste tipo celular“39).

Além disso, os linfocitos das células do SCUP expressam citocinas como
interleucina IL-2, IL-6 e IL-7, fator de necrose tumoral (TNF-a) e interferon (IFN-y) e
seus receptores em menor grau do que as células sanguineas adultas, e os linfocitos
produzem uma maior quantidade da citocina anti-inflamatdria IL-10, com capacidade
de suprimir a ativagdo imunoldgica do hospedeiro®.

Portanto, estas células sdo uma excelente opcao para terapias celulares nos
TRMs pois apresentam maior seguranga doador-receptor devido as suas
caracteristicas imunodeficientes Unicas e capacidade multipotente de se diferenciar

ou se tornar varias linhagens, incluindo células neurais®.
3.2 ESTUDOS EXPERIMENTAIS EM LESOES MEDULARES

Os modelos de lesdo medular em animais sdo baseados no mecanismo de
lesdo, e podem ser divididos em: compressao, contusdo, luxacdo, transecg¢ao e
modelos quimicos. Os modelos em ratos ou camundongos s&o amplamente utilizados
pois sdo menos custosos, mais faceis de cuidar e podem ser estudados em um
numero maior. S&0 animais com uma anatomia bem compreendida e um potencial
minimo de desenvolver infecgdes cirurgicas. Além disso, desenvolvem cavidades
cisticas grandes no local da lesdo, semelhante aos humanos(2).

Em 1993, o primeiro estudo multicéntrico de lesdo da medula espinhal em animais
(MASCIS) foi conduzido com o intuito de validar um modelo para pesquisas multicéntricas
de terapias. Nesse estudo, oito centros especializados em lesdes medulares uniram
esforcos para avaliar cerca de 800 ratos anualmente. O escopo do modelo MASCIS
transcende a mera concepgao de um dispositivo para provocar contusdo na medula
espinhal. Este modelo abrange critérios meticulosos para a selegdo dos animais,

englobando aspectos como linhagem, peso corporal e cuidados perioperatérios©®3).
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3.2.1 Escalas de avaliagao funcional em camundongos

A inclusdo de escalas de avaliagcdo desempenha um papel crucial na conducgéo
de estudos cientificos, pois facilita a realizagado de analises e comparagdes objetivas
entre os dados e as pesquisas de determinados temas. As escalas mais utilizadas nos
estudos experimentais com camundongos serao descritas a seguir.

3.2.1.1 Basso mouse scale (BMS)

A escala basso mouse para locomogao € um método utilizado para avaliar a
recuperacédo locomotora apos lesdo na medula espinhal em camundongos. Essa
escala foi desenvolvida em 2006 e tem sido amplamente utilizada em pesquisas na
area de lesdo medular em camundongos®4).

A escala consiste em uma série de pontuagdes que avaliam o desempenho dos
camundongos em relagédo a sua capacidade de locomogéo. Ela varia de 0 a 9, sendo
que uma pontuacgao maior indica uma recuperacao locomotora mais completa®4).

Os critérios avaliados na escala incluem aspectos como a habilidade de
estender as patas, a capacidade de dobrar as articulagdes das patas e a capacidade
de sustentar o peso corporal®4) (Anexo A).

A escala é aplicada em diferentes momentos apds a lesdo na medula espinhal,
permitindo a avaliagdo da progressao da recuperagéo ao longo do tempo. Além disso,
permite uma avaliagcdo objetiva e padronizada da recuperagdo locomotora em
camundongos, facilitando a comparagdao e a interpretagdo dos resultados entre
diferentes estudos(®4).

3.2.1.2 Motor function score (MFS)

No estudo realizado por Farooque(®®,em 2000, foi desenvolvida uma escala de
avaliagao locomotora para medir a fungdo motora dos membros posteriores em
camundongos que foram submetidos a diferentes graus de compresséo para induzir
lesdo na medula espinhal. Essa escala consiste em uma série de pontuagdes que
representam diferentes niveis de fungdo motora, abrangendo desde a auséncia de
movimento até a capacidade de caminhar em barras estreitas (Anexo B). As
avaliagdes foram conduzidas em ambientes de campo aberto, bem como utilizando
barras com diferentes distancias, resultando em uma pontuagao progressivamente
maior conforme o desempenho motor dos camundongos melhora.
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3.2.1.3 Avaliacao por meio da escada horizontal

O método de avaliagdo motora conhecido como “escada horizontal” foi
inicialmente concebido por Bolton et al.(®%) para ratos e, posteriormente, adaptado por
Cummings et al.®?) visando a sua aplicagdo em camundongos. O procedimento de
avaliagao funcional mediante a escada horizontal compreende a observagdo da
movimentagdo do camundongo em um plano horizontal delineado por barras de ferro
com um diametro de 0,4 cm, espacadas a 1,5 cm de intervalo. A plataforma utilizada
possui dimensdes de 100 cm de comprimento por 35 cm de largura, elevando-se a 46
cm a partir de sua base. Os animais sdo submetidos a um treinamento prévio com o
objetivo de percorrer a plataforma, fazendo uso das barras de ferro para assegurar a
estabilidade e evitar quedas®”).

O propésito subjacente a esse teste é avaliar a fungéo proprioceptiva dos
animais. Durante a fase de treinamento pré-experimental, os camundongos séo
encorajados a atravessar a plataforma, com o objetivo de alcangar uma fonte de agua

com acucar disposta no extremo oposto ao ponto inicial®7?).

3.2.2 Estudos experimentais com células-tronco em traumatismo raquimedular

Em 1999, Mc Donald et al.®®® conduziram um estudo no qual observaram uma
melhora funcional em ratos submetidos ao transplante de células-tronco embrionarias
de camundongos, que foram diferenciadas em células-tronco neurais, nove dias apos
a lesdo traumatica. Analises histoldgicas realizadas apos 2 e 5 semanas revelaram a
diferenciagcdo das células-tronco em astrocitos, oligodendrécitos e neurénios. Os
pesquisadores também observaram uma melhora na sustentacdo de carga e na
coordenacao das patas traseiras dos animais que receberam as células-tronco

Em 2000, Liu et al.®® conseguiram produzir oligodendrdcitos in vitro a partir de
células-tronco embrionarias induzidas por acido retindico, e esses oligodendrocitos
foram capazes de promover a remielinizagao de axénios em culturas celulares.

Lu et al.#9) constataram que o transplante de células-tronco neurais de
camundongos (C17.2) resultou em um aumento significativo no crescimento axonal na
regido lesionada da medula cervical de ratos adultos. Os autores identificaram como o
mecanismo mais provavel de estimulo ao crescimento axonal a producdo aumentada de

fatores de crescimento, como NGF, BDNF e GDNF, por essas células transplantadas.
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Lee et al.*") demonstraram a migragao e diferenciagdo das CTMs da medula
0ssea de camundongos em células do sistema nervoso central de camundongos. Os
pesquisadores empregaram células-tronco em modelos de leséo cerebral isquémica
e lesdo medular traumatica, previamente marcadas com bisbenzimida, e observaram
a diferenciacdo dessas células em neurdnios e astrocitos apds um periodo de 4
semanas.

Koshizuka et al.#?) conduziram um estudo experimental em camundongos para
avaliar os resultados do transplante de células-tronco mesenquimais da medula éssea
de camundongos, realizado 7 dias apds a lesdo medular. Os pesquisadores
observaram melhorias funcionais no grupo de animais que recebeu o transplante de
células, com uma diferenca estatisticamente significativa em comparagdo com os
demais grupos. Além disso, constatou-se que as células transplantadas sobreviveram
e se diferenciaram em linhagens neurais, demonstrando a expressao de marcadores
de oligodendrécitos, astrocitos e precursores neuronais, embora nao tenha sido
observada a diferenciacédo em neurénios.

Zhao et al.*® demonstraram que as células-tronco do sangue do corddo
umbilical foram mais eficazes do que as células estromais da medula éssea no
tratamento do TRM. Os pesquisadores compararam o resultado funcional do
tratamento com esses dois tipos de células-tronco humanas em ratos adultos com
TRM, administradas por via intraespinal. Houve uma melhora estatisticamente
significativa no resultado funcional e na taxa de sobrevida nos grupos tratados com
células em comparagcao com os controles. Os ratos que receberam as células-tronco
do sangue do corddao umbilical apresentaram uma melhora funcional mais
pronunciada do que aqueles que receberam células estromais da medula éssea nos
dias 7 e 14 apos o transplante.

Mansilla et al.4) investigaram o reparo de lesGes cutaneas e da secgio da
medula espinhal em camundongos utilizando células-tronco mesenquimais da medula
0ssea humana. As células foram administradas em uma concentragdo de 1x108
células/mL, sendo infundidos 2 mL da solu¢do na veia da cauda dos camundongos
em dois grupos (lesédo cutdnea e medular). Em outros dois grupos também submetidos
a lesdo cutanea e medular, além da infusdo endovenosa, os autores aplicaram
localmente uma matriz de fibrina contendo as células-tronco na lesdo cutanea e na
lesdo da medula espinhal. N&o foi observada reagé&o imunoldgica as células humanas

em nenhum dos animais, seja nos grupos com infusdo sistémica apenas, seja nos



REVISAO DA LITERATURA - 36

grupos com infusao local e sistémica, indicando a baixa reatividade imunolégica das
células-tronco mesenquimais da medula 6ssea humana. Além disso, 0s grupos
tratados com células-tronco infundidas de forma local e sistémica apresentaram
melhores taxas de cicatrizacdo da pele e recuperagao neuroldogica apds o trauma
medular.

Kao et al.®% investigaram o emprego de células-tronco do corddo umbilical
(CD34+) de humanos administradas sistemicamente em modelos de TRM em ratos.
Os pesquisadores constataram uma melhoria funcional na forga das patas traseiras
dos ratos tratados com as células-tronco, acompanhada por uma reducao nas taxas
de apoptose e infarto na area da lesao. Além disso, foi observada a presenca do fator
de crescimento vascular endotelial (VEGF) e do fator neurotréfico derivado da linha
celular glial (GDNF) na regiao afetada.

Khodabandeh et al.®®) realizaram uma analise histoldgica da medula espinhal
de camundongos Balb C submetidos ao TRM e tratados com células-tronco
mesenquimais da medula 6ssea de camundongos adultos, administradas por via
intravenosa um dia apos a lesdo. A avaliagao foi realizada apds 3 e 5 semanas do
tratamento. Os pesquisadores observaram um aumento no numero de neurdnios no
grupo tratado com as células-tronco em comparagdo com o grupo controle,
evidenciando o potencial regenerativo dessas células-tronco.

Obara et al.® realizaram o implante de células-tronco associadas ao foliculo
piloso em camundongos submetidos ao TRM, 21 dias apés o trauma. Os
pesquisadores demonstraram que as células-tronco foram capazes de se diferenciar
em neurénios, oligodendrocitos e astrocitos. Além disso, foi observada uma melhora
funcional no grupo de camundongos tratados com as ceélulas-tronco, acompanhada

por uma reducao na resposta inflamatoria e supressao da atrofia medular.
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4.1 ETICA

Este protocolo de pesquisa foi submetido e aprovado pela Comisséao Cientifica
do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do HC-FMUSP e pela Comiss&o de Etica
para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesp) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP) por meio da
Comissao de Etica no Uso de Animais (Protocolo n° 1247/2019) (Anexo C).

Os animais deste estudo foram adquiridos do Centro de Bioterismo da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (USP), o qual adere a estritos
protocolos de controle sanitario, visando a minimizag¢ao do potencial de disseminacéao
de patologias. A manipulagao dos animais foi executada por um técnico com expertise
significativa, submetido a treinamento especializado, afiliado ao Laboratério de Lesao
Medular do Instituto de Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da USP
(I0T-FMUSP).

A pesquisa foi realizada em conformidade com os principios éticos
estabelecidos pelo Canadian Council on Animal Care (CCAC) e pelo Colégio Brasileiro
de Experimentag&do Animal (COBEA).

4.2 ANIMAIS DE EXPERIMENTAGAO

Foram utilizados neste estudo 40 camundongos Balb C. Os animais foram
todos do sexo masculino, pesavam entre 20 g a 35 g e com idade entre 10 e 12
semanas de vida. Além disso apresentavam pelagem e estado clinico normais, bem
como condi¢cdes normais de motricidade.

No primeiro contato com os animais, cada camundongo foi submetido a uma
avaliagao geral realizada pelo pesquisador e pelo veterinario responsavel pelo laboratorio.
Os critérios de exclus&o estabelecidos neste estudo foram os seguintes:

a) Obito ap6s o trauma medular experimental.

b) Identificagdo de mas formag¢des ou anomalias anatdmicas na regido a ser
operada durante a inspecao visual.

c) Ocorréncia de automutilagdo ou canibalismo entre os animais durante o
periodo de observacao.

d) Auséncia de déficit neurolégico ou motricidade normal na primeira avaliagao

apos a contusdo medular - pontuacéo 9 na escala BMS.
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Os animais foram alojados em gaiolas no Laboratério de Estudos do
Traumatismo Raquimedular e de Nervos (LETRAN) do Instituto de Ortopedia e
Traumatologia do HC-FMUSP. Cada gaiola tinha capacidade para até trés
camundongos e possuia dimensdes de 60 cm x 40 cm, garantindo conforto e espago

adequado para a locomog¢ao dos animais.

4.3 COLETA E ARMAZENAMENTO DO SANGUE DO CORDAO UMBILICAL E
PLACENTARIO

O sangue do corddo umbilical placentario foi coletado de um recém-nascido
cujos pais deram consentimento mediante um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo D). A coleta foi realizada no momento do parto,
imediatamente apds o clampeamento e corte do corddo umbilical e a entrega do
recém-nascido ao pediatra. O procedimento de coleta foi asséptico, envolvendo a
punc¢ao de um vaso ou artéria do cordao umbilical com o uso de uma bolsa de coleta
especifica para sangue de corddo umbilical e placentario. Isso ocorreu antes e apos
a dequitacao da placenta, sendo todo o processo conduzido em condi¢des estéreis.

Simultaneamente, a parturiente teve uma amostra de seu sangue periférico
coletada para a identificacédo de doencgas transmissiveis pelo sangue, de acordo com
as normas nacionais e internacionais aplicaveis a bancos de sangue de cordao
umbilical e placentario. Isso incluiu testes para HIV1 e 2, HTLV I/ll, doencga de Chagas,
sifilis, toxoplasmose, citomegalovirus, hepatite B e C, bem como sorologias
especificas para dengue, zika, chikungunya e Sars-CoV2. Essas amostras também
passaram por triagem molecular para HIV, HCV e HBV.

Apoés a coleta, o material foi adequadamente armazenado em uma frasqueira
térmica designada para manter a temperatura ideal durante o transporte. O transporte
foi realizado até o laboratério de processamento da empresa Cryopraxis® (Criobiologia
Ltda), seguindo as diretrizes estabelecidas pela Resolugdo RDC n° 508 da ANVISA,
datada de 2021.

Posteriormente, o SCUP foi submetido a um processo de processamento
celular, envolvendo testes de viabilidade celular, quantificagdo e analise
imunofenotipica. Além disso, procedimentos automatizados de testes microbioldgicos
foram realizados no material processado para detectar a eventual presenca de micro-

organismos aerobios e anaerdbios.
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4.4 CRIOPRESERVACAO E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS EM
BIORREPOSITORIO

A fragdo composta majoritariamente por células mononucleares, obtida a partir
das células nucleadas totais, foi preservada em criotubos armazenados em um estojo
de metal especifico para acondicionamento criogénico. A concentragao utilizada foi
de 1x107 células por mililitro, mantidas em uma solucao crioprotetora. Essas células
foram armazenadas em nitrogénio liquido a uma temperatura de -196°C, onde
permaneceram até o inicio das intervengdes cirurgicas experimentais.

Em conformidade com as diretrizes estabelecidas na Resolugdo CNS 441/11 e
na Portaria MS 2201/11, uma amostra de referéncia foi devidamente preservada ao
longo da vigéncia do projeto. Isso foi feito com o propdsito de garantir o acesso gratuito
e a disponibilidade das informagbes associadas ao material biolégico empregado,

incluindo, mas nao se limitando as informagdes de natureza genética.
4.5 PROCESSAMENTO DO SANGUE DE CORDAO UMBILICAL E PLACENTARIO

A bolsa de coleta, contendo SCUP, passou por uma etapa de pesagem, com o
propdsito de determinar o volume do sangue de corddo umbilical e placentario
coletado. Nessa avaliagao, foi adotada a relagao de 1 g de SCUP equivalente a 1 mL.

Subsequentemente, a bolsa foi submetida a uma agitagdo em homogeneizador
orbital por um periodo de 5 minutos. Apds essa etapa, a bolsa foi transferida para uma
cabine de segurancga biologica Classe |IA (equipamento que cria um ambiente
controlado para a manipulagdo segura de materiais biolégicos ou quimicos de baixo
risco, com fluxo de ar unidirecional para proteger o operador e o material), onde uma
amostra inicial foi retirada para fins de quantificacdo das células nucleadas totais.
Simultaneamente, nessa fase, procedeu-se a adicdo de hidroxietilamido em uma
proporcao de 1:5 ao conteudo da bolsa.

Dentro da cabine de seguranca bioldgica, estabeleceu-se a conexao entre o kit

de processamento e a bolsa de coleta.



METODOS - 41

Figura 1 - Desenho esquematico do kit processamento acoplado a bolsa de coleta
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Bolsa 1: coleta, Bolsa 2: processamento, Bolsa 3: plasma, Bolsa 4: congelamento.
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O conjunto composto pela bolsa de coleta, acoplada ao kit de processamento,
foi inserido em um homogeneizador orbital, onde permaneceu por 20 minutos. Apds a
homogeneizagao, o conjunto passou por centrifugacdo em uma centrifuga de grande
porte, mantida sob condi¢des refrigeradas, para a separagao do plasma enriquecido
com leucdcitos.

Posteriormente a centrifugagdo, a bolsa de coleta foi cuidadosamente
posicionada em um extrator manual, evitando qualquer perturbagdo das células. A
fragao superior, contendo o plasma enriquecido com leucdcitos, foi entao transferida
para a bolsa de transferéncia (bolsa 2).

O segmento entre a bolsa de coleta e a bolsa de processamento foi
hermeticamente selado para permitir a pesagem e a determinagdo do volume do
plasma enriquecido com leucdcitos apds a sedimentacao.

O kit de processamento foi conduzido para uma cabine de segurancga biolégica
Classe lIA, onde uma amostra foi retirada para a quantificacdo final das células
nucleadas totais, das células CD34+ viaveis, das células mononucleares, do
percentual de eritroblastos, da presen¢a de Hemoglobinas anormais e da viabilidade
celular por meio do método de exclusdo com azul de trypan.

O kit de processamento foi entdo submetido a uma segunda centrifugagdo, com

0 objetivo de sedimentar os leucdécitos e reduzir o volume do material.
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4.6 DESCONGELAMENTO CELULAR

O descongelamento dos criotubos foi conduzido de maneira a preservar a
viabilidade celular minimizando as perdas, em conformidade com o protocolo
estabelecido pela empresa Cryopraxis. Para esse fim, foi empregada uma solugéo

hipertdnica de Plasmin® com albumina.

4.6.1 Preparo da solucgao hiperténica de descongelamento

A solugéo de descongelamento foi preparada com um minimo de 30 minutos de
antecedéncia em relagdo ao inicio do processo, garantindo sua refrigeragéo antes do uso.
Na cabine de seguranga bioldgica, a porta de pungéo do Plasmin® foi limpa de forma
asseptica utilizando um swab de alcool a 70%. Em seguida, utilizando uma seringa de 60
mL e uma agulha de 40x12, um volume de 37,5 mL de Plasmin® foi coletado e transferido
para um tubo cdnico de 50 mL, garantindo a assepsia durante todo o procedimento.

Posteriormente, a rolha de vedagao do frasco de Albumina foi limpa da mesma
forma, utilizando um swab de alcool a 70%. Utilizando uma nova seringa de 20 mL e
uma agulha de 40x12, 12,5 mL da solugcdo de albumina 20% foram retirados e
adicionados ao tubo cbénico de 50 mL. Dessa forma, obteve-se uma solugdo de
descongelamento Plasmin®Albumina 5%, que foi mantida refrigerada até o momento

de sua utilizagao.

4.6.2 Descongelamento da unidade

As unidades de sangue do corddo umbilical passaram pelo processo de
criopreservagao em uma solugéo contendo 10% de dimetilsulféxido (DMSO) e plasma
autélogo. Apds o descongelamento, as células foram prontamente diluidas com uma
solugéo hipertdonica composta por 5% de albumina humana e 95% de Plasmin®
(hidroxietil amido 450/0,7 6%). O descongelamento das unidades de sangue do
cordao criopreservadas foi realizado rapidamente em um banho-maria a 37°C,
levando cerca de 3 minutos para ser concluido. Cada unidade foi descongelada
separadamente, e a amostra permaneceu em temperatura reduzida durante o
processo. O conteudo celular presente na suspensao foi gradual e suavemente diluido
com a referida solug&o hipertdnica.
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4.6.3 Diluicdo da amostra em criotubos

A solucdo de descongelamento foi dividida em aliquotas antes do inicio do
processo, devido a necessidade de um descongelamento agil. Todo o procedimento
foi realizado de maneira asséptica.

Para cada tubo a ser descongelado, 5 mL da solugdo de Plasmina/albumina
foram adicionados a um tubo de cdnico estéril de 50 mL e reservados. Foram
preparadas duas seringas de 10 mL, uma contendo 2 mL da solugdo de
Plasmina/albumina e outra com 1 mL da solugdo, ambas também foram reservadas.

Utilizando a seringa contendo 1 mL da solugdo preparada previamente,
gotejou-se a solugao no criotubo, promovendo uma diluicéo inicial de 1:1 (1 mL de
amostra: 1 mL de solugdo de descongelamento). Em seguida, aspirou-se todo o
conteudo do criotubo, transferindo-o lentamente para o tubo cbnico contendo a
solucao de descongelamento.

Com a seringa contendo 2 mL da solugao, adicionou-se o volume no criotubo,
promovendo a lavagem das paredes do tubo e coletando as células residuais. Esse
processo foi repetido mais uma vez, garantindo que nenhuma parte do material tenha
sido desperdicada.

Transferiu-se todo o conteudo da seringa, onde ocorreu a diluicdo, de forma
lenta para o tubo cbénico de 50 mL. O tubo foi vedado usando manipulacao asséptica
e o conteudo foi misturado por circulagdo manual lenta. A diluicdo final da amostra foi
de 1:10.
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4.7 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram submetidos a manipulagdo e estimulacdo prévia ao

experimento com o objetivo de habitua-los aos pesquisadores e ao procedimento de

avaliagao da fungdo motora realizado apos a indugao da lesdo medular traumatica.

Os camundongos foram distribuidos, por sorteio simples, em cinco grupos de oito

animais cada, todos submetidos a lesdo medular experimental moderada. A gravidade

da lesao foi determinada com base no estudo de padronizagédo de lesdo medular em

camundongos realizado por Borges et al.{'®), em 2018, de modo a produzir uma lesédo

moderada, com uma taxa de complicagbes aceitavel. Os grupos foram distribuidos

conforme descrito adiante:

Grupo 1: os animais foram submetidos a contusdo medular por queda de
peso (10 g) de 12,5 mm de altura, utilizando o modelo MASCIS através de
um impactor da Univeridade de Nova York (NYU Impactor). Uma unica
injecdo de 4x10%40 yL — CMN —-SCUP, foi aplicada no local da lesédo
imediatamente apos a contusao medular.

Grupo 2: os animais foram submetidos a contusao medular por queda de
peso (10 g) de 12,5 mm de altura, utilizando o modelo MASCIS através do
uso do NYU Impactor. Uma Unica inje¢édo de 4x10%40 yL — CMN —SCUP,
foi aplicada no local da lesdo apds 7 dias da contusdo medular.

Grupo 3: os animais foram submetidos a contusao medular por queda de
peso (10 g) de 12,5 mm de altura, utilizando o modelo MASCIS através do
uso do NYU Impactor. Uma unica injegdo com volume de 40 uL de solugao
fisiologica foi aplicada no local da les&o, imediatamente apds a contuséo
medular.

Grupo 4: os animais foram submetidos a contusao medular por queda de
peso (10 g) de 12,5 mm de altura, utilizando o modelo MASCIS através do
uso do NYU Impactor.

Grupo 5: os animais foram submetidos a via de acesso e laminectomia e

nao foram submetidos a contusao medular.

A inclusdo dos grupos controle foi realizada com o objetivo de mitigar possiveis

vieses e reforcar a validade interna dos resultados obtidos. O Grupo 3 foi concebido

para investigar se a administragdo do mesmo volume de solugéo fisiolégica sobre a
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medula, sem a presenga de células-tronco, teria algum efeito. O Grupo 4 foi designado
para compreender os efeitos exclusivos do trauma raquimedular, sem qualquer
intervencao adicional. Por sua vez, o Grupo 5 contribuiu para distinguir eventuais
efeitos da intervengao cirurgica (via de acesso e laminectomia) dos efeitos do trauma

medular propriamente dito.

4.8 MODELO EXPERIMENTAL DE LESAO MEDULAR

4.8.1 Protocolo de anestesia

Os animais receberam medicagao pré-anestésica consistindo de cloridrato de
tramadol na dose de 0,3 mg por 100 gramas de peso corporal, combinado com
meloxicam na dose de 0,02 mg por 100 gramas de peso corporal, administrados via
subcutanea“”).

Para a inducao anestésica, um equipamento de anestesia inalatéria Bonther foi
empregado. Os animais foram colocados em uma caixa de indugcdo anestésica
inalatéria contendo Isoflurano. Apds a confirmacao do plano anestésico, determinada
por meio do pingamento da pata traseira, pingamento da cauda e observacado da
auséncia de reflexo da cérnea, eles foram transferidos para uma mascara de

nebulizagdo com Isoflurano a uma concentragao de 2%®7).

4.8.2 Procedimento cirurgico

Apods a confirmagado do plano anestésico, procedeu-se a tricotomia da regido
dorsal, seguida de antissepsia utilizando clorexidina. Em seguida, realizou-se uma
incisdo longitudinal na regi&do que compreendeu da vértebra T7 a T11.

Posteriormente, mediante dissec¢cao em camadas, a musculatura paravertebral foi
exposta, permitindo a visualizagao dos componentes posteriores da coluna dorsolombar.
Subsequentemente, executou-se a laminectomia da vértebra T9 no sentido caudocranial,
com o objetivo de expor a medula espinhal (Figura 2). A determinagéo precisa do nivel
de laminectomia foi conduzida mediante contagem das vértebras. Inicialmente,
identificou-se a costela mais distal, correspondente a décima terceira vértebra toracica, a
partir da qual se procedeu a contagem das vertebras, no sentido distal para proximal, até
a localizagéo do ponto onde a intervengao cirtirgica foi realizada('%).
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Durante todo o procedimento cirurgico, utilizou-se um microscopio cirurgico
para reduzir ao minimo os riscos de danos adicionais a medula espinhal, seguindo as

diretrizes padronizadas conforme descrito por Borges et al.(9).

Figura 2 - a) Planejamento cirurgico da incisdo no dorso do camundongo; b)
Laminectomia de T9 com exposi¢dao medular

4.8.3 Contusao medular e transplante celular

As lesdes foram produzidas obedecendo o protocolo internacional MASCIS;
utilizando um impactor da universidade de Nova York (NYU Impactor)“8-0). Todos os
animais foram submetidos a lesdo moderada da medula espinhal com queda do peso
de 10 g da altura de 12,5 mm (Figura 3) (. Apds a les3o, foi aplicado no local
lesionado soro fisioldgico ou a solugdo com células-tronco, de acordo com o grupo do
qual se tratava o animal, seguindo-se a cauterizagdo, aproximagao dos tecidos e

sutura da pele(®3),
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Figura 3 - Impacto medular através do NYU Impactor

O transplante celular foi conduzido de maneira congruente com os métodos
anteriormente documentados na literatura. Quatro injegbes de 10 pL cada,
administradas bilateralmente em relac&o a linha média, tanto rostral quanto caudal ao
epicentro da lesado, foram realizadas empregando uma micropipeta delicadamente

manipulada ©¢1:52),

4.8.4 Pés-operatorio

Trés animais foram alojados por gaiola, com dimensdes de 60 cm x 40 cm,
onde tiveram acesso irrestrito a racdo e agua. Foi realizada uma rotina diaria de
massagem vesical para esvaziamento da bexiga, acompanhada pela avaliagdo
continua de potenciais complicagdes, incluindo o rastreamento de infecgbes urinarias.
Isso foi feito para garantir o bem-estar e monitorar a saide dos animais ao longo do
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4.8.5 Analgesia

Foi administrado cloridrato de tramadol subcutaneamente a cada 8 horas, na

proporgao de 0,3 mg por 100 gramas de peso corporal, ao longo de um periodo de 5
dias(15:47.53).

4.8.6 Antibiticoprofilaxia

Foi implementado um protocolo de profilaxia com antibiédtico utilizando
amoxicilina, na dose de 15 mg por 100 gramas de peso corporal, administrada via
subcutanea a cada 12 horas, ao longo de um periodo de 7 dias('533).

4.9 DESFECHOS ANALISADOS

4.9.1 Avaliagao motora

Durante os 42 dias de pds-operatério os animais foram avaliados através de
trés escalas motoras funcionais, a BMS, o MFS e o plano horizontal (Figuras 4 e
5)34.3554)  As avaliagbes foram realizadas de forma visual por dois observadores
treinados, cegos quanto ao grupo de estudo de cada animal. Todos os camundongos
foram avaliados antes da les&do medular e nos dias 2°, 7°, 14°, 21°, 28°, 35° e 42° apds

a lesdo. Foi escolhida a menor nota entre os dois avaliadores (Anexos A e B).
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Figura 4 - Avaliagcdo motora poés contusdo medular, ilustrando a auséncia de
movimentagao das patas traseiras e a cauda abaixada

Figura 5 - Avaliagao motora do plano horizontal apos lesao medular
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4.9.2 Avaliagao histolégica

Apbs a conclusao do periodo de avaliagdo motora, os animais foram
submetidos a um novo procedimento anestésico, seguido de perfusdo transcardiaca
utilizando uma solucao de salina e paraformaldeido a 4%, devidamente tamponada
com pH fisioldgico. A medula espinhal foi entdo cuidadosamente removida de todos
0s animais imediatamente apds a perfusdo e a indugao de uma morte indolor. Essas
estruturas foram mantidas no mesmo fixador por um periodo de 24 horas.

Na avaliagado inicial, procedeu-se a observacdo externa em busca de
potenciais lesdes relacionadas a autofagia ou automutilagdo. Em seguida, efetuou-
se a remog¢ao da coluna vertebral por meio de uma abordagem de acesso ampla na
regido dorsal do animal. Utilizando um micro sacabocados, as estruturas 6sseas e
os tecidos moles circundantes a medula foram meticulosamente ressecados, com o
objetivo de alcangar uma exposicao total da medula espinhal.

A medula espinal foi dissecada e posteriormente ressecada a partir do nivel
intervertebral de T8 ao nivel T12. Em seguida foi inspecionada macroscopicamente
no local da contusdo para verificar se havia alguma alteragdo estrutural que
preenchia critério de excluséo.

Em seguida foi realizada incisdo ventral, com toracotomia e laparotomia
associadas. Foram inspecionados os pulmdes e as visceras abdominais quanto a
presenca de alteragdes sugestivas de processos infecciosos ou anormalidades
estruturais que pudessem influenciar nos resultados.

A medula retirada foi encaminhada em frascos, devidamente identificados,
com solugdo de formaldeido (10%) para o Servico de Anatomia Patolégica do
Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo.

Apds a conclusao do procedimento de ressecgcdo medular, os animais foram
colocados em sacos plasticos brancos devidamente etiquetados e, em conformidade
com as diretrizes do protocolo de descarte de carcacas da FMUSP, foram
encaminhados para descarte adequado.

O estudo histoldégico consistiu na anadlise de laminas coradas pela
hematoxilina-eosina (HE) através de microscopia optica. A unidade ressecada da
medula foi processada e desidratada em bateria de alcoois, depois sofreu processo

de diafanizacdo em xilol e posteriormente foi incluida em parafina. Apds a inclusao
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em blocos de parafina, foram realizados cortes histoldgicos de cinco micrémetros de
espessura em um micrétomo elétrico (Leica RM 2055). Esses cortes foram feitos a
meio centimetro acima e meio centimetro abaixo da area central da les&do. Os tecidos
resultantes foram montados em laminas de vidro e corados utilizando a técnica de
hematoxilina-eosina(®®).

Consequentemente, foram produzidas trés laminas para cada medula,
designadas como A, B e C. As laminas A e C representavam, respectivamente, as
regides proximal e distal ao local da lesdo e foram coletadas como controles
individuais em cada camundongo. Por sua vez, o fragmento B correspondia ao local
da lesdo em si, distinguindo-se dos fragmentos A e C.

A avaliagao das laminas foi realizada por um patologista de forma cega, sem
o conhecimento do grupo a qual pertencia cada animal estudado.

A analise microscopica foi realizada em campo microscopico com lente
objetiva de 100 x com imersao em 06leo, lente auxiliar de 1,6 x e fotografadas com
camera digital na resolugao de 640 x 470 pixels.

Foram avaliados cinco parametros: necrose, hemorragia, hiperemia,
degeneragdo da substancia branca (cistica) e infiltrado celular. Cada um destes
parametros recebeu uma graduagao de 0 a 3 quanto a intensidade das alteracbes
(0 — ausente; 1 — discreto; 2 — moderado; 3 — intenso). O grau 1 indicou a presenca
dessas alteragdes em até um tergo da largura da medula espinhal na area da leséo,
o grau 2 indicou tais alteragdes em um a dois tergos da largura da medula espinhal,
e o0 grau 3 indicou tais alteragdes em mais de dois tergos da largura da medula

espinhal.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os parametros avaliados foram detalhados com base nos grupos e nos
momentos de avaliacdo. Foram utilizadas medidas estatisticas resumidas, incluindo
meédia, desvio padrao, mediana, valor minimo e maximo. A comparagao entre os
parametros foi realizada por meio de equagdes de estimacgédo generalizadas (EEG)
com uma distribuicdo normal e uma fungdo de ligagcado identidade. Além disso,
assumiu-se uma matriz de correlagdes autorregressivas de primeira ordem entre os
momentos de avaliagdo no caso das medidas BMS e MFS. Para o teste do plano
horizontal, utilizou-se o numero de passos como um fator limitante dos dados (offset).
Todas as analises foram seguidas por comparagdes multiplas de Bonferroni para
identificar quais grupos ou momentos apresentaram diferencas significativas.

Em relagdo aos parametros histologicos, foram descritas as informagdes de
acordo com os grupos, utilizando frequéncias absolutas e relativas. As comparagdes
entre os grupos foram realizadas por meio de testes Kruskal-Wallis, seguidos de
comparagdes multiplas de Dunn sempre que se observaram diferengas significativas.

Para a condugdo das analises, foi empregado o software IBM-SPSS for
Windows versao 22.0. Para a tabulacdo dos dados, utilizou-se o software Microsoft
Excel 2013. Partiu-se da hipotese nula de equidade, mantendo uma probabilidade de

erro tipo | de 5% e uma probabilidade de erro tipo Il de 20%.



5 RESULTADOS
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5.1 ANALISE FUNCIONAL

Durante a analise funcional dos camundongos, tanto pela escala BMS como
pela escala MFS, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos
avaliados. Os resultados podem ser observados na Tabela 1 e nos Graficos 1 e 2.

A Tabela 1 revela que o desempenho médio dos grupos ao longo dos periodos
avaliados, em ambas as escalas, apresentou similaridade estatistica (p interacao > 0,05).
Observou-se uma diferenga média estatisticamente significativa entre os diferentes
periodos de avaliagdo para ambas as escalas (p mMomento < 0,05), porém nao foram
observadas diferengas médias estatisticamente significativas entre os grupos (p Grupo
>0,05).
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Tabela 1 - Descrig¢ao das escalas BMS e MFS segundo grupos e momentos de avaliagao e resultado das comparagoes

Momento de avaliagao

Variavel/Grupo - D Grupo P Momento P Interagio
Semana1 Semana2 Semana3 Semana4 Semana5 Semana 6
BMS 0,867 <0,001 0,992
Leséo + CT imediato
Média + DP 910 0+0 0,193+0,35 1,25+0,71 1,38+0,52 1,88+0,64 2,75+ 0,46 2,75+ 0,46

Mediana (min.; max.) 9(9;9) 0(0; 0) 0(0; 1) 1(0; 2) 1(1;2) 2(1;3) 3(2;3) 3(2;3)
Les&o + CT 7 dias

Média + DP 9+0 0+0 0+0 1,38+0,52 1,63+0,74 1,88+0,64 2,75+0,46 2,75 + 0,46

Mediana (min.; max.) 9(9;9) 0 (0; 0) 0 (0; 0) 1(1;2) 1,5(1;3) 2(1;3) 3(2;3) 3(2;3)

Lesao + Soro fisioldgico

Média + DP 9+0 0+t0 0,13+0,35 1,25+0,71 1,38+0,52 1,88+ 0,64 2,75+0,46 2,75+ 0,46

Mediana (min.; max.) 9(9;9) 0 (0; 0) 0(0; 1) 1(0; 2) 1(1;2) 2(1;3) 3(2;3) 3(2;3)
Leséo

Média + DP 9+0 0+t0 0,13+0,35 1,25+0,71 1,38+0,52 1,88+ 0,64 2,75+0,46 2,75 + 0,46

Mediana (min.; max.) 9(9;9) 0 (0; 0) 0 (0; 1) 1(0; 2) 1(1;2) 2(1;3) 3(2;3) 3(2;3)
Sham

Média + DP 9+0 9+0 9+0 9+0 9+0 9+0 9+0 9+0

Mediana (min.; max.)  9(9; 9) 9(9;9) 9(%9) 9(%9  9(99  9(9:9  9(%9) 9(9%9)

continua
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concluséo
Momento de avaliagado
VariéveIlGrupo - P Grupo P Momento P Interagio
: Semana1 Semana2 Semana3 Semana4 Semana5 Semana 6
MFS 0,996 <0,001 0,995
Lesdo + CT imediato
Média + DP 11,88 + 0,64 00 0,13+0,35 1,5+0,54 15+0,54 163+0,52 2,75+1,39 2,88+ 1,25

Mediana (min.; max.) 12(11;13)  0(0; 0) 0(0; 1) 1,5(1;2) 15(1;2) 2(1;2) 3(1;4) 3(1;4)
Lesdo + CT 7 dias

Média + DP 11,63+0,74 0+0 0+0 1,63+1,06 1,75+1,04 163+0,52 2,75+1,39 2,88+1,25

Mediana (min.; max.) 11,5(11;13) 0(0; 0) 0 (0; 0) 1(1;4) 15(1;4) 2(1;2) 3(1;4) 3(1;4)
Lesao + Soro fisioldgico

Média + DP 12+ 0,76 0+t0 0,13+0,35 15+0,54 15+0,54 1,63+0,52 2,75+1,39 2,88 +1,25

Mediana (min.; max.) 12 (11;13) 0 (0; 0) 0 (0; 1) 1,5(1;2) 15(1;2) 2(1;2) 3(1;4) 3(1;4)
Leséo

Média + DP 12+ 0,76 0+t0 0,13+0,35 15+054 15+0,54 1,63+0,52 2,88+1,25 2,88 +1,25

Mediana (min.; max.) 12 (11;13) 0 (0; 0) 0(0; 1) 1,5(1;2) 15(1;2) 2(1;2) 3(1;4) 3(1;4)
Sham

Média + DP 12+0,76 12+0,76 12+0,76 12+0,76 12+0,76 12+0,76 12+0,76 12+0,76

Mediana (min.; max.) 12 (11;13) 12 (11;13) 12(11;13) 12 (11;13) 12 (11;13) 12 (11;13) 12 (11;13) 12 (11; 13)

EEG com distribuigdo normal e fungao de ligagao identidade, assumindo matriz de correlagdes AR(1) entre os momentos; Sé foram usados os momentos
pré, 2 dias, 3 e 6 semanas para a analise e néo foi utilizado o grupo Sham.
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Os Graficos 1 e 2 ilustram um comportamento muito semelhante na melhora
funcional entre os grupos. Todos 0s grupos na fase pré-lesdo medular obtiveram os
valores maximos em cada escala (9 pontos na BMS e 11 pontos na MFS). O grupo
Sham permaneceu com os valores maximos durante todo o experimento. Com o
propésito de facilitar a interpretacéo e analise grafica, o tempo pré-leséo e o grupo 5

foram excluidos.

Grafico 1 - Comportamento dos grupos durante as semanas segundo a escala BMS
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Grafico 2 - Comportamento dos grupos durante as semanas segundo a escala MFS
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A Tabela 2 indica que tanto a escala BMS quanto a MFS demonstraram uma
diminuicdo média do pré para os demais momentos de avaliacao, e a partir de 2 dias,
aumentaram significativamente em média a cada momento de avaliagéo,
independentemente do grupo (p < 0,001).

Tabela 2 - Resultado das comparagoes multiplas das escalas funcionais entre os
momentos de avaliagao

Varis - Diferenca Erro IC (95%)
ariavel Comparagao o = - -
média  Padrao Inferior Superior

Pré - 2 dias 9,00 0,10 <0,001 8,75 9,25

Pré - 3 semanas 7,56 0,09 <0,001 7,32 7,81

BMS Pré - 6 semanas 6,25 0,09 <0,001 6,01 6,50

2 dias - 3 semanas -1,44 0,10 <0,001 -1,69 -1,19

2 dias - 6 semanas -2,75 0,09 <0,001 -3,00 -2,51

3 semanas - 6 semanas -1,31 0,10 <0,001 -1,56 -1,06
Pré - 2 dias 11,88 0,21 <0,001 11,32 12,43

Pré - 3 semanas 10,31 0,20 <0,001 9,79 10,84

MES Pré - 6 semanas 9,00 0,20 <0,001 8,47 9,53

2 dias - 3 semanas -1,56 0,21 <0,001 -2,12 -1,01

2 dias - 6 semanas -2,88 0,20 <0,001 -3,40 -2,35

3 semanas - 6 semanas -1,31 0,21 <0,001 -1,87 -0,76
Comparagdes multiplas de Bonferroni.

As Tabelas 3 e 4 revelam que todos os parametros do plano horizontal exibiram
um comportamento médio dos grupos estatisticamente similar ao longo dos momentos
de avaliagédo (p Interagdo > 0,05). No entanto, observou-se uma diferenga média
estatisticamente significativa apenas entre os momentos de avaliagéo,

independentemente do grupo (p Momento < 0,001).



Tabela 3 - Descri¢cdao dos passos e acertos dos animais segundo grupos e momentos

de avaliagao e resultado das comparagoes
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.. Momento
Variavel . P Grupo P Momento P Interagio
Pré-op. 3 semanas 6 semanas

Passos 0,698 <0,001 0,404
Leséo + CT imediato

Média + DP 46,38+1,92 163+226 1,633,111

Mediana (min.; max.) 47 (43; 48) 0 (0; 5) 0 (0; 8)
Leséo + CT 7 dias

Média + DP 46,5+169 163+239 45+3,63

Mediana (min.; max.) 47 (44; 49) 0 (0; 6) 4 (0; 10)
Lesao + Soro fisiolégico

Média + DP 46,75+ 1,98 00 3,25+4,77

Mediana (min.; max.) 47,5 (43; 49) 0 (0; 0) 0(0; 12)
Lesdo

Média + DP 46,5+ 1,2 00 4 + 5,66

Mediana (min.; max.) 46,5 (45; 48) 0 (0; 0) 0(0; 12)
Sham

Média + DP 4475+1,49 4475+1,49 46,75+1,39

Mediana (min.; max.) 44,5(43;47) 44,5 (43;47) 47 (45; 49)
Acertos 0,567 <0,001 0,158
Leséo + CT imediato

Média + DP 45,62 + 1,85 111,41 1,13+ 2,23

Mediana (min.; max.) 46 (43; 48) 0 (0; 3) 0 (0; 6)
Lesado + CT 7 dias

Média + DP 45,38 + 1,06 111,41 3,38 £ 3,16

Mediana (min.; max.) 45 (44; 47) 0 (0; 3) 2 (0; 8)
Lesao + Soro fisioldgico

Média + DP 45,63 + 1,51 00 2,38 + 3,46

Mediana (min.; max.) 45,5 (43; 48) 0 (0; 0) 0 (0; 8)
Leséo

Média + DP 45 + 1,07 00 3,62+5,15

Mediana (min.; max.) 45 (44; 47) 0(0; 0) 0(0; 11)
Sham

Média + DP 43 £ 1,69 43 + 1,69 46 £ 1,31

Mediana (min.; max.) 43 (40; 45) 43 (40; 45) 46 (44; 48)

EEG com distribuicao normal e fungéo de ligacao identidade, assumindo matriz de correlagoes AR(1)
entre os momentos; * Mesmo modelo com nimero de passos como limitador dos acertos; o grupo Sham
nao foi utilizado nas analises.
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momentos de avaliagao e resultado das comparagoes

Tabela 4 - Descricdo dos escorregoes e erros dos animais segundo grupos e

o Momento
Variavel . P Grupo P Momento P Interagio
Pré-op. 3 semanas 6 semanas

Escorregdes 0,817 <0,001 0,411
Leséo + CT imediato

Média + DP 0,75+0,71 0,25+0,46 0,25+0,46

Mediana (min.; max.) 1(0;2) 0(0;1) 0(0;1)
Leséo + CT 7 dias

Média + DP 0,88+0,84 05+0,76 0,75%0,46

Mediana (min.; max.) 1(0; 2) 0 (0; 2) 1(0; 1)
Lesao + Soro fisiolégico

Média + DP 110,76 00 0,38 £ 0,74

Mediana (min.; max.) 1(0;2) 0 (0; 0) 0 (0; 2)
Lesao

Média + DP 1,13+ 0,64 00 0,25 £+ 0,46

Mediana (min.; max.) 1(0; 2) 0 (0; 0) 0(0;1)
Sham

Média + DP 0,88+0,64 0,88+0,64 0,75%0,71

Mediana (min.; max.) 1(0; 2) 1(0; 2) 1(0; 2)
Erros 0,656 <0,001 0,388
Leséo + CT imediato

Média + DP 00 0,38+ 0,74 0,25+ 0,46

Mediana (min.; max.) 0 (0; 0) 0 (0; 2) 0(0;1)
Lesado + CT 7 dias

Média + DP 0,25+0,46 0,13+0,35 0,38+0,52

Mediana (min.; max.) 0(0; 1) 0(0;1) 0(0;1)
Lesao + Soro fisioldgico

Média + DP 0,13+ 0,35 00 0,5+0,76

Mediana (min.; max.) 0(0; 1) 0 (0; 0) 0 (0; 2)
Leséo

Média + DP 0,38 £ 0,52 00 0,13+0,35

Mediana (min.; max.) 0(0; 1) 0(0; 0) 0(0;1)
Sham

Média + DP 0,88 +£0,64 0,88 +0,64 00

Mediana (min.; max.) 1(0; 2) 1(0; 2) 0 (0; 0)

EEG com distribuigdo normal e funcao de ligagédo identidade, assumindo matriz de correlagdes AR(1)
entre os momentos com numero de passos como limitador dos escorregdes e erros; o grupo Sham
nao foi utilizado nas analises.
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A Tabela 5 mostra que, o numero de passos diminuiu em média do pré para os
demais momentos, mas aumentou de 3 para 6 semanas independente do grupo (p <
0,001), os escorregdes e erros aumentaram em meédia estatisticamente do pré para
os demais momentos em todos os grupos, mas diminuiram de 3 para 6 semanas (p <
0,05), j@ os acertos apenas aumentaram em média do pré para 3 semanas
independente do grupo (p < 0,001), lembrando que os resultados de acertos,

escorregdes e erros € relativo ao numero de passos.

Tabela 5 - Resultado das comparagées multiplas dos passos, acertos, escorregoes e
erros entre os momentos avaliados

» - Diferenca Erro IC (95%)
Variavel Comparagao o = - -
média Padrao Inferior Superior
Pré - 3 semanas 45,72 0,67 <0,001 44,11 47,32
Passos Pré - 6 semanas 43,19 0,72 <0,001 41,47 44,90
3 semanas - 6 semanas  -2,53 0,67 <0,001 -4,14 -0,93
Pré - 3 semanas  -0,81 0,20 <0,001 -1,30 -0,32
Acertos (%) Pré - 6 semanas  -0,41 0,22 0,184 -0,93 0,11

3 semanas - 6 semanas 0,41 0,20 0,138 -0,08 0,89
Pré - 3 semanas -44,97 0,60 <0,001 -46,41 -43,53
Escorregdes (%) Pré - 6 semanas -42,66 0,64 <0,001 -44,18 -41,13
3 semanas - 6 semanas 2,31 0,60 <0,001 0,88 3,75
Pré - 3 semanas -45,66 0,63 <0,001 -47,16 -44,16
Erros (%) Pré - 6 semanas -43,31 0,66 <0,001 -44,89 -41,73
3 semanas - 6 semanas 2,34 0,63 0,001 0,84 3,84
Comparagdes multiplas de Bonferroni.




RESULTADOS - 62

5.2 ANALISE HISTOLOGICA

Os dois grupos tratados com células-tronco mostraram diminuicao
estatisticamente significativa nos graus de necrose, hemorragia e degeneragéo,
quando comparados com 0s grupos controle.

Pela Tabela 6, tem-se que os niveis de necrose, hemorragia e degeneragao
foram estatisticamente diferentes entre os grupos (p < 0,05), o grau de hiperemia e
infiltrado n&o apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre os grupos
(p = 0,062 e p = 0,090 respectivamente).

Tabela 6 - Descricdao dos parametros histolégicos segundo grupos e resultado das

comparagoes
.. Grupo
Variavel .. = S = e e
CT Imediato CT 7 dias Lesdao + SF Lesidao Sham

Necrose <0,001
Ausente 8 (100) 8 (100) 0(0) 0(0) 8(100)
Discreto 0 (0) 0 (0) 8 (100) 8(100) 0(0)

Hemorragia 0,001
Ausente 6 (75) 6 (75) 0 (0) 1(12,5) 6 (75)
Discreto 2 (25) 2 (25) 6 (75) 7(87,5) 2(25)
Moderado 0 (0) 0 (0) 2 (25) 0 (0) 0 (0)

Hiperemia 0,062
Ausente 5(62,5) 5(62,5) 2 (25) 6 (75) 5(62,5)
Discreto 3 (37,5) 3 (37,5) 1(12,5) 0(0) 3(37,5
Moderado 0 (0) 0 (0) 3(37,5) 2 (25) 0 (0)

Intenso 0 (0) 0 (0) 2 (25) 0 (0) 0 (0)

Degeneracao <0,001
Ausente 8 (100) 8 (100) 0(0) 0(0) 8(100)
Discreto 0 (0) 0 (0) 5(62,5) 5(62,5) 0(0)
Moderado 0 (0) 0 (0) 3(37,5) 3(37,5) 0(0)

Infiltrado 0,090
Ausente 8 (100) 8 (100) 5(62,5) 7(87,5) 8(100)
Discreto 0 (0) 0 (0) 1(12,5) 0 (0) 0 (0)
Moderado 0 (0) 0 (0) 2 (25) 1(12,5) 0(0)

Teste Kruskal-Wallis; o grupo Sham (grupo 5) ndo entrou nas analises.

A Tabela 7 mostra que os graus de necrose, hemorragia e degeneragéo foram
estatisticamente maiores nos grupos les&o + soro fisiologico e apenas lesdo em

comparagao aos grupos lesédo + CT imediato e lesdo + CT 7 dias (p < 0,05).
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Tabela 7 - Resultado das compara¢goes miiltiplas entre os grupos dos parametros
histolégicos que diferiram entre os grupos

VELEG Comparagao Valor Z p
Leséo + CT imediato VS Leséo + CT 7 dias 0,00 >0,999
Lesdo + CT imediato VS  Lesao + Soro fisiolégico 3,52 <0,001

Necrose Lesado + CT imediato VS Lesao 3,52 <0,001

Lesédo + CT 7 dias VS Lesao + Soro fisiolégico 3,52 <0,001

Lesédo + CT 7 dias VS Lesao 3,52 <0,001

Lesao + Soro fisiologico VS Lesao 0,00 =>0,999

Lesado + CT imediato VS Lesado + CT 7 dias 0,93 0,350

Lesdo + CT imediato VS  Leséo + Soro fisiolégico 3,00 0,003

, Lesado + CT imediato VS Lesao 3,00 0,003
Hemorragia . . - .

Lesdo + CT 7 dias VS Lesao + Soro fisiolégico 2,06 0,039

Lesdo + CT 7 dias VS Lesao 2,06 0,039

Lesao + Soro fisioloégico VS Lesao 0,00 >0,999

Lesado + CT imediato VS Lesdo + CT 7 dias 0,00 >0,999

Lesdo + CT imediato VS  Lesao + Soro fisiolégico 3,52 <0,001

. Lesado + CT imediato VS Lesao 3,52 <0,001
Degeneragao - . ~ R

Lesado + CT 7 dias VS Lesao + Soro fisiolégico 3,52 <0,001

Lesado + CT 7 dias VS Lesao 3,52 <0,001

Lesao + Soro fisiologico VS Lesao 0,00 =>0,999

Comparagdes multiplas de Dunn.

Os Graficos 3, 4 e 5 representam as disparidades nos niveis de necrose,
hemorragia e degeneracéo identificados nos diferentes grupos. Os grupos submetidos
a intervencdo exibiram caracteristicas histolégicas analogas as do grupo Sham,
evidenciando a auséncia de detecgdo de necrose ou degeneracgédo, além de uma
auséncia ou ocorréncia discreta de hemorragia, em contraste com os grupos de

controle.
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Grafico 3 - Andlise histolégica dos grupos quanto ao grau de necrose

CT Imediato CT 7 dias Lesdo + SF Lesao Sham
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Grafico 4 - Analise histologica dos grupos quanto ao grau de hemorragia

CT Imediato CT 7 dias Lesdo + SF Lesao Sham
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Grafico 5 - Analise histolégica dos grupos quanto ao grau de degeneragao

CT Imediato CT 7 dias Lesdo + SF Lesao Sham
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Os Graficos 6 e 7 evidenciam a auséncia de diferengas significativas entre os

grupos em relagao aos niveis de hiperemia e infiltracdo nos cortes histolégicos.

Grafico 6 - Analise histolégica dos grupos quanto ao grau de hiperemia

CT Imediato CT 7 dias Lesdo + SF Lesao Sham
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Grafico 7 - Andlise histolégica dos grupos quanto ao grau de infiltrado

CT Imediato CT 7 dias Lesdo + SF Lesao Sham
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O traumatismo raquimedular € uma condicdo devastadora que resulta em
danos irreversiveis a medula espinhal, levando a deficiéncias motoras e sensoriais
significativas. Historicamente, o tratamento dessa lesao foi desafiador, com altas taxas
de mortalidade e limitadas opg¢des terapéuticas para promover a recuperagao
neuronal. No entanto, avancos recentes na pesquisa com células-tronco tém
despertado um grande interesse no campo da medicina regenerativa como uma
possivel abordagem promissora para o tratamento do traumatismo raquimedular.

O presente estudo seguiu um desenho experimental controlado, visando
investigar os impactos do tratamento em camundongos da linhagem Balb C
submetidos a uma lesdo medular experimental de moderada gravidade. A
fisiopatologia das cicatrizes gliais e cistos resultantes do TRM em roedores é
semelhante a dos seres humanos, ao mesmo tempo em que € menos dispendiosa e
mais padronizada, tornando-os os modelos animais de TRM mais amplamente
utilizados até o momento®. Além disso, a utilizagdo de camundongos da linhagem
Balb C tem sido uma pratica estabelecida pelo Laboratério de Estudos do
Traumatismo Raquimedular e Nervos ha bastante tempo, o que resultou em um
processo mais seguro e com menor incidéncia de complicagoes.

As lesdes foram causadas seguindo o protocolo internacional MASCIS, usando
o NYU Impactor, que € um modelo globalmente reproduzido e regularmente
empregado pelo LETRAN. Esse modelo oferece a vantagem de criar uma leséo
contusa controlada que simula o principal mecanismo dos traumas em humanos e ja
foi validado para uso em camundongos('®).

A opcao pelas células-tronco do sangue do cordao umbilical foi motivada por
uma série de beneficios que essas células oferecem. Isso inclui sua obtengao por
métodos nao invasivos que ndo causam danos a mae ou ao bebé. Além disso, as
células-tronco do sangue do corddo umbilical sdo menos desenvolvidas em
comparagao com as células mesenquimais adultas, o que facilita sua expansao em
cultura e aumenta seu potencial de diferenciagdo. Adicionalmente, essas células
demonstram baixa imunogenicidade, diminuindo o risco de doenga enxerto-versus-
hospedeiro. Isto ocorre, em parte, devido a sua baixa expressdao de HLA-ABC e a
auséncia de expressao de HLA-DR, bem como a uma menor presenga de antigenos
coestimulatdrios, como CD40, CD80 e CD86(%).



DISCUSSAO - 69

Foram observados resultados positivos no que diz respeito aos parametros
histolégicos, sendo identificadas melhorias significativas nos grupos submetidos ao
tratamento com células-tronco. Em particular, os graus de necrose, hemorragia e
degeneragdo mostraram diferengas estatisticamente significativas quando
comparados aos grupos de controle, ou seja, aqueles que receberam apenas soro
fisiolégico e os que sofreram apenas a lesdo medular (p < 0,05). Esses achados
mostraram que a administracdo de células-tronco teve um impacto positivo na
histologia das amostras, como é possivel observar nas Tabelas 6 e 7.

A analise dos cortes histoldgicos utilizando a coloragdo de hematoxilina e eosina
possui algumas limitagdes inerentes; no entanto, oferece contribui¢des significativas
para o entendimento das mudancas decorrentes do traumatismo raquimedular em
modelos de roedores. Em 2018, Borges et al.('>) conduziram um estudo para padronizar
a lesdo medular em camundongos da linhagem Balb C, utilizando o protocolo MASCIS
associado ao NYU Impactor. Durante o estudo, os pesquisadores observaram uma
correlagdo positiva entre os diferentes graus de lesdo e os achados motores e
histolégicos (principalmente dos graus de hiperemia, degeneracgao e infiltrado celular),
os quais foram analisados por meio da coloracdo com hematoxilina e eosina. Na
presente pesquisa, foram observadas melhorias significativas nos niveis de necrose,
hemorragia e degeneragdo nos grupos submetidos a intervengdo. No entanto, néo
foram observadas diferengas no grau de infiltrado celular e hiperemia, além disso, nao
se identificou correlagao positiva entre a melhora dos achados histolégicos e a melhora
dos parametros funcionais nesses grupos.

Com relacédo a avaliacao funcional, foi observada diferenca estatisticamente
relevante nas escalas BMS e MFS com relagdo aos momentos de avaliagéo,
mostrando uma recuperagé&o motora parcial dos camundongos ao longo das semanas
(Tabelas 1 e 2). Este mesmo resultado, com diferengas relevantes nos diferentes
momentos da avaliagdo, também foi encontrado na avaliacdo do plano horizontal
(Tabela 5). Por outro lado, n&o foi possivel constatar diferencgas significativas entre os
diferentes grupos na avaliagdo por meio das escalas BMS, MFS (Graficos 1 e 2) e no
teste do plano horizontal (Tabelas 3 e 4). A auséncia de distingao entre os grupos
submetidos ao tratamento e os grupos de controle sugere que, embora tenha havido
melhorias histologicas decorrentes do tratamento celular, essas melhorias ndo se
refletiram em ganhos funcionais significativos, conforme avaliado pelas escalas e

testes utilizados ao término das 6 semanas de avaliacao.
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Apesar deste estudo néo ter demonstrado melhora funcional nos grupos que
sofreram a intervengdo em comparacdo com os controles, existem estudos
experimentais na literatura que mostram uma melhora funcional de roedores
submetidos ao tratamento celular na fase aguda e subaguda.

Em 2022, Shang et al.®® realizaram uma abrangente metanalise que englobou
estudos experimentais envolvendo lesbes medulares traumaticas em ratos. O
principal objetivo desse estudo foi aprofundar o entendimento acerca dos fatores
criticos para a terapia de reparacgao apos TRM, incluindo o tipo celular utilizado, a dose
administrada, a via de aplicacdo e 0 momento mais propicio para o transplante. Os
resultados obtidos nessa analise revelaram que as células-tronco mesenquimais
derivadas do tecido adiposo se destacaram como o tipo celular com o mais elevado
potencial terapéutico para o tratamento de lesées medulares. Notavelmente, doses
mais elevadas de células-tronco, especialmente aquelas iguais ou superiores a 1x108,
demonstraram proporcionar efeitos terapéuticos mais significativos. Além disso, foi
observado que o momento mais apropriado para o transplante celular ocorre durante
a fase subaguda da lesdo medular. Nesse cenario, 0 método de transplante
intralesional se destacou como a abordagem mais vantajosa, sugerindo que a
administracao direta das células-tronco no local da lesdo oferece beneficios
substanciais em comparacao com outras vias de administracao.

Utilizou-se a administragao perilesional epidural como via de aplicacdo de
células neste estudo. Esta via de administracdo pode enfrentar limitagdes na
penetracdo no SNC devido a presencga da barreira hematoencefalica. Essa barreira é
constituida por células endoteliais estreitamente interconectadas que formam uma
barreira fisica ao longo dos capilares que fornecem sangue para o cérebro. Embora a
barreira hematoencefalica permita a passagem de nutrientes essenciais, sua
permeabilidade €& restrita a muitas substancias, incluindo medicamentos que
necessitam atingir o SNC, contribuindo para manter a homeostase do cérebro e da
medula espinhal®7%8) Uma estratégia para contornar essa limitagéo € a administragéo
direta no liquido cefalorraquidiano que envolve o cérebro ou a medula espinhal, onde
a difusdo no cérebro é menos restrita®®).

Em modelos de roedores, a administracao direta de fluidos no SNC tem sido
realizada por meio de injegdes intracerebroventriculares e injegcdes intratecais, seja
via cisterna magna ou regido lombar. O maior tamanho dos ratos facilita a realizagéo

desses procedimentos nessa espécie, enquanto a administracdo direta no SNC
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geralmente é mais desafiadora em camundongos, devido aos maiores riscos de lesédo
neuroldgica e erros no momento da administracédo em virtude das menores dimensdes
anatémicas das estruturas(®®).

Existem trabalhos analisando rotas periféricas de transplante com células-
tronco, revelando que algumas delas tém a capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica e exercer efeitos benéficos no cérebro, como no caso de células-
tronco derivadas do tecido adiposo humano, que demonstraram melhorar a doenca
de Alzheimer em modelos murinos. Além disso, células da medula éssea humana
também podem entrar no cérebro e gerar neurénios, mas ha indicios de falha nas
células-tronco de corddao umbilical humano e células da medula &ssea
hematopoiéticas nesse aspecto. A sobrevivéncia desses enxertos no cérebro esta
associada a recuperagédo de déficits neurolégicos, mas em algumas situagdes, os
fatores terapéuticos secretados pelas células-tronco podem ser eficazes mesmo sem
a necessidade de sua entrada no cérebro. Entretanto, essa terapia tem uma janela
terapéutica restrita, resultando em beneficios limitados em doengas cronicas®7).

Saporta et al.®® conduziram um estudo experimental em 2003 envolvendo
ratos submetidos a trauma raquimedular. Neste estudo, células mononucleares do
sangue do corddo umbilical humano foram transplantadas por via intravenosa
sistémica com 1 dia ou 5 dias apdés a ocorréncia da lesdo medular. Os autores
observaram que o grupo que recebeu o transplante de células mononucleares 5 dias
ap6s o TRM demonstrou uma melhora significativa nas pontuagdes locomotoras em
comparagao com o grupo tratado apdés 1 dia e o grupo de controle. Esses resultados
sugeriram que a aplicagao intravenosa das células durante o estagio subagudo pode
oferecer beneficios superiores na reversdo do quadro clinico. Além disso, a presenca
das células na regido lesionada corroborou a hipotese de que a infusdo sistémica
manteve a capacidade de migragdo das células e contribuiu para a recuperagao da
disfungao neuroldgica. Entretanto, a maioria das células-tronco transplantadas de
forma intravenosa sofre retencdo pulmonar apés administracio, resultando em uma
migracgéao limitada para o local da lesdo. Isso resulta em uma restrigdo significativa na
quantidade de células que efetivamente atingem o local da leséo, o que, por sua vez,
pode limitar sua eficacia na promogéo da reparacao tecidual®.

A abertura transitéria e seletiva da barreira hematoencefalica, com o intuito de
viabilizar a penetracdo de terapias biolégicas de carater terapéutico, poderia

efetivamente contribuir para os mecanismos de regeneragdo SNC. Algumas
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estratégias tém sido desenvolvidas com o propdsito de romper essa barreira,
permitindo assim a entrada de agentes terapéuticos no SNC, uma vez que moléculas
com massa molecular superior a 400 daltons normalmente encontram dificuldades
para transp6-la®7).

Um exemplo de estratégia descrita para abrir temporariamente a barreira é a
utilizagdo do manitol como adjuvante em infusdes venosas. O manitol € um agente
extracelular hiperosmolar utilizado para controlar a pressao intracraniana apdés lesdes
cerebrais, reduzindo o edema cerebral. Ele age induzindo um movimento de fluidos
impulsionado pela osmolaridade do tecido cerebral para o espaco intravascular. Isso
causa a contragao das células endoteliais e estica as jungdes apertadas entre elas,
aumentando a permeabilidade da barreira hematoencefalica. Essa permeabilizagao é
explorada como um sistema de entrega de medicamentos e terapias biolégicas no
SNCO),

Neste estudo as células-tronco foram administradas diretamente sobre a lesdo
na fase aguda e subaguda do TRM. Nestas fases ocorre uma ruptura da
microcirculacao local, acompanhada de um processo inflamatério intenso que afeta a
barreira hematoencefalica”). Por outro lado, as unidades de sangue do cord&o
umbilical foram criopreservadas em uma solugédo contendo 10% de DMSO e plasma
autélogo. O dimetilsulféxido € um subproduto da industria madeireira que tem sido
utilizado como solvente comercial desde 1953. O DMSO € uma molécula anfipatica
com um dominio altamente polar e dois grupos apolares, o que o torna soluvel tanto
em meios aquosos quanto organicos. A penetragdo na maioria das membranas
teciduais ocorre em questdo de minutos devido a uma alteracdo reversivel na
configuragao das proteinas quando o DMSO substitui a agua®®). Este agente também
é utilizado como crioprotetor intracelular de escolha, porém pode apresentar efeitos
citotdoxicos ao ser aquecido.

Existe uma discussao na literatura quanto a capacidade do DMSO de aumentar
a permeabilidade da barreira hematoencefalica. Kleindienst et al.(®® demonstraram em
um modelo experimental de lesao isquémica apdos a ocluséo da artéria cerebral média
em ratos Sprague-Dawley, que o DMSO usado como solvente aumentou a
permeabilidade da barreira hematoencefalica, o que aumentou o acesso de
medicamentos ao espaco extracelular do cérebro, mas também possivelmente

intensificou o desenvolvimento de edema cerebral vasogénico.
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A combinagao dos eventos de fase aguda com a presenga, mesmo que em
pequenas quantidades, de DMSO utilizado na criopreservacao das células-tronco
mononucleares do SCUP, podem tornar a barreira hematoencefalica mais suscetivel
a penetragao das células administradas no local da lesdo ou mesmo dos fatores
neurotréficos produzidos pelas células. A melhora do grau de necrose, hemorragia e
degeneragao observada nos grupos tratados reforga a influéncia que estas células
desempenharam no local da lesao.

Nesta pesquisa, foram empregadas células-tronco mononucleares do cordao
umbilical, que s&o principalmente associadas a regeneragao do sistema sanguineo
hematopoiético. O principal objetivo foi investigar o potencial dessas células na
regeneragao do tecido nervoso. Estas células podem melhorar a recuperagao apos a
lesdo medular por meio de multiplos mecanismos, incluindo secrecdo de citocinas
anti-inflamatérias, liberacdo de fatores de crescimento, regulagdo positiva de
metaloproteinases de matriz, regulagdo negativa do ativador de plasminogénio
tecidual, prevengdo da apoptose e aumento da angiogénese“>61-64) Apesar disso,
grande parte dos estudos envolvendo o tratamento do trauma raquimedular com
células do cordao umbilical utiliza as células-tronco mesenquimais.

Em um estudo conduzido por Ryabov et al.®®, em 2020, ratos da linhagem
Sprague-Dawley com lesdes medulares graves foram submetidos a tratamento com
células-tronco mononucleares do corddao umbilical humano, administradas 1 dia apés
o trauma. As células foram aplicadas tanto por via intravenosa quanto intralesional,
ambas na concentracdo de 2x10°. Os resultados indicaram melhorias funcionais e
histolégicas em comparagao com o grupo controle.

Rodgrigues et al.®® demonstraram que o tratamento com células
mononucleares do sangue do corddo umbilical humano foi capaz de promover a
recuperacao funcional em ratos Wistar submetidos a uma contusdao na medula
espinhal, quando administradas tanto na cisterna magna quanto diretamente no local
da lesdo, em uma concentragdo de 5x108. Embora ambos os grupos tratados 1 hora
ou 9 dias apds a lesdo tenham mostrado melhora na fungdo motora dos membros
posteriores 0 melhor desempenho foi observado no grupo tratado na fase aguda, cuja
melhora ja era evidente a partir da segunda semana apos o transplante. Os resultados
da imunofluorescéncia identificaram células transplantadas que expressavam o
anticorpo especifico para humanos no local da lesdo embora ndo tenha havido

diferenciagao das células-tronco em células neurais ou da glia.
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Em 2018, Ryabov et al.®”) conduziram um estudo experimental no qual
investigaram a eficacia da combinagao de células-tronco mononucleares do cordao
umbilical com uma matriz de colageno tipo | no contexto de uma ressecgéo de
segmento da medula espinhal em ratos adultos da linhagem Sprague-Dawley. Os
resultados deste estudo revelaram que o implante de colageno liquido demonstrou
uma capacidade de integracdo com o tecido da medula espinhal, angiogénese e
colonizacao celular. Esse tipo de implante foi considerado promissor para iniciar o
processo de restauracao da fungdo motora dos membros que foi comprometida devido
a remogao do segmento da medula espinhal. Além disso, a administragao intravenosa
de células mononucleares do sangue do cordao umbilical humano acelerou
significativamente o processo de recuperagédo da fungdo motora e resultou em um
aumento no volume de movimentos restaurados.

No contexto da lesdo medular, o presente estudo sugere que as células-tronco
mononucleares aplicadas sobre a lesdo de camundongos Balb C, apresentam um
papel mais limitado no tratamento das fases aguda e subaguda do TRM, sobretudo
no que diz respeito a melhora funcional. Essas diferengas podem estar relacionadas
as diferentes capacidades de diferenciacao e propriedades intrinsecas desses tipos
de células-tronco.

Apesar disso, é sabido que o potencial terapéutico das células-tronco nao
depende necessariamente da substituicio de neurénios perdidos. E mais provavel
que o efeito benéfico das células-tronco ocorra porque as células transplantadas
migram para a area da lesao e liberam substancias que estimulam a regeneragao do
tecido nervoso ou ativam mecanismos de compensagédo e células-tronco naturais
dentro do tecido do hospedeiro®®). As células mononucleares do sangue do cord&o
umbilical humano implantadas podem ter estimulado uma resposta natural do
organismo a lesdo secundaria, promovendo a regeneragao e melhora de parametros
histolégicos.

A presente tese apresenta resultados que contribuem para o desenvolvimento
de evidéncias no campo dos estudos sobre o uso de células-tronco em lesdes
medulares. A auséncia de uma resposta funcional positiva nos grupos que sofreram a
intervencgao suscita reflexdes, especialmente em relagao a atuagao das células-tronco
empregadas. Os principais estudos que evidenciaram os beneficios do uso de células
mononucleares do corddao umbilical em lesbes medulares foram realizados em

diferentes espécies de ratos. Os mecanismos de reparacdo neuronal em ratos sao
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mais semelhantes aos da espécie humana do que os observados em camundongos.
Além disso, a maior facilidade de realizar a infusao intralesional das células em ratos,
diretamente no espago liquorico, pode amplificar os efeitos de substituicdo e
regeneracao, além dos efeitos paracrinos das células-tronco.

Uma outra limitagao do estudo foi a escassez de métodos de analise adicionais.
A utilizacdo da imuno-histoquimica forneceria detalhes mais refinados sobre os
resultados, possibilitando uma interpretacdo mais completa dos desfechos. Métodos
de avaliagdo neurofisiolégica, como a eletroneuromiografia, também poderiam
enriquecer e aprimorar a interpretacao dos resultados.

Apesar dessas limitacdes, este estudo apresenta informacgdes valiosas para a
compreensao do tema, contribuindo para o progresso cientifico nessa area e para o
preenchimento de lacunas no conhecimento da terapia celular no traumatismo

raquimedular.
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Este estudo evidenciou que as células-tronco mononucleares obtidas do
sangue do corddo umbilical e placentario humano, quando administradas em
camundongos Balb C imediatamente apds o trauma ou apds 7 dias do trauma
raquimedular, ndo induziram uma melhora significativa na fungdo motora. Entretanto,
observou-se uma melhora nos parametros histolégicos dos graus de necrose,

hemorragia e degeneragdo em ambos os grupos que foram submetidos a intervencgao.
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Anexo A - Planilha para preenchimento da escala BMS

Camundongo: XX. Grupo: XX. Data: [/ [
BMS Scale Score | Esquerdo | Direito | Media

Auséncia de movimentos 0
Tomozelo com movimento discreto 1
Tormozelo com movimentos amplos 2
Movimento cbvio dos membros posteriores| 3
Pisada dorsal 3
Apoio pata 3
Apoio pata plantar com peso 4

5

[Frequente e consistente passada plantar
Menor que 50% de membro anterior e
posterior coordenados e paralelos no| 5
contato inicial

Menor que 50% de membro anterior e
posterior coordenados com contato iniciale| 6
patas paralelas

maior que S50% de membro anterior e
posterior coordenados € patas rodadas
maior que 50% de membro anterior e
posterior coordenados e paralelos no| 7

contato inicial

Patas paralelas e tronco estavel 7
Tronco estavel e cauda 50% cima/S0% 8
baixo

Moderada instabilidade de tronco 8
Estabilidade normal e cauda sempre para 9

cima
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Anexo B - Planilha para preenchimento da escala MFS

Camundongo: XX. Grupo: XX. Data: / |/
MFS Score | Esquerdo | Direito | Média

Auséncia de movimentos 0

Movimentos ocasionais 1

Obvio movimento em 1 membro posterior 2

Obvio movimento em 2 membros| 3

posteriores

Passada de 1 membro posterior 4

Impulso com 2 membros posteriores 5

Apoia o peso e nao deambula 6

Deambulacdo com patas rodadas 7

Deambulacdo normal em baixa velocidade | 8

Barra 2 cm 9

Barra 1,5 cm 10

Barra 1 cm 1

Barra 0,7 cm 12

Barra 0,5 cm 13




ANEXOS - 88

Anexo C - Carta de aprovagdo da Comissio de Etica no Uso de Animais

" SR ] Faculdade de Medicina da Universidade de S0 Paulo
MEDICINA Avenida Dr. Amaldo, 455
T Pacaembu — Sao Paulo — SP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta inhitulada “Avaliagao da injecdo em
dose unica de Células Tronco Obtidas de Cordao Um bilical na Lesao da
M edula Espinhal, im ediatam ente e apods 7 dias do traum a raquim edular,
em Camundongos”, regisirada com o n° 1247/2019, sob a responsabilidade de
Alexandre Fogacga Cristante ¢ Alex Oliveira de Araujo, apresentada pelo
Departamento de Ortopedia e Traumatologia - que envolve a produgio, manutencio
efou utiliza¢iao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com
0s preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.89g, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentac¢io Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE KTICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade de Medicina da USP em reuniio de

29 05.19
Finalidade { )}Ensino {x)Pesquisa Cientifica

Vigénda da autorizagao Inicio: 04-03-2019¢ Término: 01-10-2020

Espécie/linhagem/raca Camundongo Balb/c

N? total 50

Peso/Idade 7 SeImanas

Sexo machoes

Origem Bioterio Central da FMUSP
A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatério com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, 22 de Maio de 2019

—

mm——

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Com issao de Etica no Uso de Anim ais

Comissao de Cica no Uso de Animais da FMUSP
e-mai: ceua@im.usp _br
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Anexo D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Avaliagao da aplicagdo de Células Tronco Obtidas de Corddao Umbilical na Lesao da

Medula Espinhal em Camundongos

(TCLE versao 1/ colocar data)
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1 NOME: oo ss s es s eessessssssssess e s s s se s s ne e
........................................ sExo: MO F O

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°:
DATA NASCIMENTO.: ........ [ l.....
ENDERECO
BAIRRO: ...

2. RESPONSAVEL LEGAL ......ooviieiieieeeeteetesee et ss s snses
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) ...

DATA NASCIMENTO.: ...... Y
ENDERECO. ...........
BAIRRO: .....

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Avaliagdo da injegdo em dose tinica de Células
Tronco Obtidas de Cordao Umbilical na Lesao da Medula Espinhal, imediatamente e apés

7 dias do trauma raquimedular em Camundongos

PESQUISADOR: Alexandre Fogaga Cristante e Alex Oliveira Araujo
CARGO/FUNGAO: médico (a) INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N°: 90.738

UNIDADE DO HCFMUSP: Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo / Instituto de
Ortopedia e Traumatologia

2. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO o RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO X RISCO MAIOR o

3.DURACAO DA PESQUISA : 14 meses

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador
Da pesquisa
1/5



Avaliagao da aplicagao de Células Tronco Obtidas de Cordao Umbilical na Lesao da
Medula Espinhal emm Camundongos

(TCLE vesio 1f colocar data)

4 — 1 — Desenho do estudo e objetivo (s):

O objetivo deste estudo, para o qual esta sendo sdlicitada a coleta e processamento do sangue
de corddo umbilical e placentario do seu bebé, é provar que a injegdo de células tronco do sangue
do corddo umbilical € capaz de auxiliar no tratamento de lesfes na coluna espinhal de
camundongos.

O estudo consiste em sua participacdo voluntaria para autorizar a coleta e o processamento do
sangue de corddo umbilical e placentario do seu bebé para que essas células sejam testadas no
tratamento de animais submetidos a lesdo da coluna vertebral. Os animais serdo submetidos
expemimentalmente a uma lesdo medular que simula a les8o espinhal ocomrida em seres
humanos vitimas de acidentes que levam a paraplegia e tretaplegia.

Alguns estudos mostram que a injecao de células tronco no local da les&o, auxilia na recuperagdo
dos animais. Nesse estudo, pretendemos testar também a quantidade de células e a frequéncia
da infusdo dessas células, para verificar se essas mudancas s80 capazes de reverter a lesdo na
coluna espinhal.

2 — Descrigdo dos procedimentos que serdo realizados:

O sangue de corddo umbilical e placentario do seu bebé sera coletado por médicos efou
enfermeiras, treinadas pela equipe da Cryopraxis, imediatamente apés onascimento. Esta coleta
ndo traz risco nem para a mde nem para ¢ bebé, uma vez que é realizda em um material que
rotineiarmente costuma ser descartado segundo as notmas sanitarias vigentes e o procedimento
s € iniciado apoés o nascimento do bebé e sua entraga par aos cudiades da equipe de pediatria.
Apos a coleta do sangue do cord3o umbilical do bebé, a bolsa de coleta contendo o sangue de
corddo umbilical e placentario sera guardado em frasqueira térmica especifica e transportado até
o laboratério da Cryopraxis, com temperatura monitorada/registrada durante todo o trajeto. A
seqguir, ele serd processado, congelado e enviado de volta ao Instituto de Ortopedia para
utilizacdo nos animais.

3 — Descrigdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos do item 2:

Da pesquisa
25
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Avaliagao da aplicagao de Células Tronco Obtidas de Cordao Umbilical na Lesao da
Medula Espinhal emm Camundongos

(TCLE vesio 1f colocar data)
Para a coleta do sangue de corddo umbilical e placentario, ndo se identificam riscos ou

desconfortos envolvidos nem para a mae nem para o bebé. Os riscos para a equipe da pesquisa
estdo relacionados a contaminacdo com material bioldgico, inerentes aos cuidados com saide,
que sdo minimizados uma vez que o profissional responsavel pela coleta dos materiais bioloégicos
devera estar protegido pelos equipamentos de prote¢do individual como 0s mesmos dispositivos
de seguranca usados pelos demais membros da equipe de saiide, como capote cinirgico, goiro,

mascara e luvas estéreis.

4 — Beneficios para o participante:

N3o esta previsto qualquer beneficio imediato ao participante da pesquisa. O participante ndo
tera o direite de manter as células tronco amazenadas no banco de células da Cryoprazis par
auso proprio no futuro. Entretanto, o projeto se propSe a esclarecer os aspectos ainda
desconhecidos, no modelo animal, da lesdo da coluna espinhal em camundongos e podera no
futuro, oferecer altemativas de tratamento. Em atendimento as diretrizes previstas na Resoluggo
CNS 441/11 e Portaria MS 2201/11, uma parte de sangue de corddo umbilical e placentario
(amostra de referéncia) serd mantida amazenada pelo periodo de duracdo do projeto, para
garantia do acesso gratuito as nformacdes associadas ao material biolégico utilizado.

Decorrido os prazos descritos acima, o material sera descartado segundo as noimnas de sanitarias

vigentes e ndo sera utilizado em outros projetos.

5 — Garantia de acesso: Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. O principal investigador
€ o Prof. Dr. Alexandre Fogaca Cristate que pode ser encontrado no Instituto de Ortopedia e
Traumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade de S&do Paulo, Rua Dr. Ovidio Pires de
Campo, 333 — 2°andar, tel: 2661-6912. Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a
ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (CEP-FMUSP). Av. Dr. Amaldo, 251 - Cerqueira César
- 880 Paulo - SP -21° andar — sala 36- CEP: 01246-000, horario de atendimento: 8:00-17:00h;
Tel: (11) 3893-4401/4407 E-mali: cep.fm@usp.br

Da pesquisa
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6 — Sera garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de

participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicdo.

7 — Os senhores serdo informados sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em

estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.

8 — Nao havera despesas pessoais para os senhores em qualquer fase do estudo. Também néo
havera compensacéo financeira relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa
adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa. Sua participagdo acaba apds a coleta
do sangue do cordado umbilical de seu filho.

9 — O pesquisador se compromete a utilizar os dados e os materiais coletados somente para esta

pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito dos dados que li ou que foram lidos para
mim, descrevendo o estudo “Avaliagao da injecdo em dose Unica de Células Tronco Obtidas
de Cordao Umbilical na Lesao da Medula Espinhal, imediatamente e apés 7 dias do trauma
raquimedular em Camundongos”. Eu discuti com o Prof. Dr. Alexandre Fogaga Cristante
sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os
propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participagéo é isenta de despesas. Concordo voluntariamente em participar deste estudo
e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu

atendimento neste Servigo.

10 - Garantia de indenizagado: O (A) senhor(a) tem direito a indenizagéo diante de eventuais danos
decorrentes da pesquisa.

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador
Da pesquisa
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Assinatura do paciente/representante
Data / /
legal

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste

paciente ou representante legal para a participagao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador
Da pesquisa
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