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RESUMO

A hipoatividade detrusora € uma doenga que nao possui tratamento eficaz na
medicina tradicional e pode causar insuficiéncia renal. A presente pesquisa avaliou
os efeitos da terapia celular, com células-tronco mesenquimais do tecido adiposo, no
tratamento da hipoatividade detrusora em homens. Foram avaliados 9 pacientes
com diagnostico de hipoatividade detrusora. Os pacientes foram submetidos a dois
transplantes, com 2x10° células/transplante, por meio de uretrocistoscopia. O
transplante foi realizado por injegdo intravesical em cinco pontos na porgao supra
trigonal da bexiga. Os resultados demonstram que a terapia celular aumentou
(p<0,05) o fluxo maximo, o fluxo médio e volume urinado e reduziu (p<0,05) o
volume residual no exame de urofluxometria. Observou-se ainda aumento (p<0,05)
do fluxo maximo, da pressdo detrusora maxima, do volume urinario e do indice de
contratilidade vesical no estudo de fluxo pressdao. O escore do Internacional
Consultation on Incontinence Questionare reduziu de 11,44+1,43 para 3,78+0,78,
apos a terapia celular, o que indica melhora na qualidade de vida e retorno as
atividades diarias. Os pacientes mesmo apds 6 meses da terapia celular nao
apresentaram intercorréncias. Todos os pacientes faziam cerca de cinco cateterismo
intermitente limpo diario. Apds a terapia, 77,78% nao fazem mais o procedimento e
22,28% reduziu a dois cateterismos diarios. Frente ao exposto, sugere-se que a
terapia com células-tronco mesenquimais seja uma nova e segura opg¢ao terapéutica

para o tratamento da hipoatividade detrusora.

Descritores: bexiga urinaria; urodinamica; terapia celular; trato urinario inferior



ABSTRACT

Detrusor underactivity is a disease that has no effective treatment in traditional
medicine and can cause kidney failure. The present research evaluated the effects of
cell therapy, with mesenchymal stem cells from adipose tissue, in the treatment of
detrusor underactivity in men. Nine patients diagnosed with detrusor underactivity
were evaluated. Patients underwent two transplants, with 2x106 cells/transplant, by
means of cystourethroscopy. Transplantation was performed by intravesical injection
at five points in the supra trigonal portion of the bladder. The results demonstrate that
cell therapy increased (p<0.05) the maximum flow, mean flow and urinated volume
and reduced (p<0.05) the residual volume in the uroflowmetry exam. There was also
an increase (p<0.05) in maximum flow, maximum detrusor pressure, urinary volume
and bladder contractility index in the pressure flow study. The score of the
International Consultation on Incontinence Questionare decreased from 11.44+1.43
to 3.78+0.78 after cell therapy, which indicates an improvement in quality of life and
return to daily activities. Patients even after 6 months of cell therapy did not present
complications. All patients performed about five clean intermittent catheterizations
daily. After therapy, 77.78% no longer do the procedure and 22.28% reduced to two
daily catheterizations. In view of the above, it is suggested that therapy with
mesenchymal stem cells is a new and safe therapeutic option for the treatment of

detrusor underactivity.

Descriptors: urinary bladder; urodynamics; cell therapy; lower urinary tract.
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1. INTRODUGCAO

A hipoatividade detrusora (HD) caracteriza-se por baixa pressao ou contragao
curta do detrusor associada a baixo fluxo urinario e ndo possui um tratamento efetivo
na medicina tradicional. Nenhuma das terapéuticas disponiveis é capaz de devolver
a contratilidade da bexiga (D'ANCONA et al., 2019).

Dentre os principais fatores de complicacédo citam-se os altos residuos pos-
miccionais, infecgdes urinarias de repeticao, formagao de calculos de vias urinaria e
até insuficiéncia renal aguda que pode evoluir para doenga renal crénica
(ALDAMANHORI AND CHAPPLE, 2017; MONRAN et al., 2021; RADEMAKERS,
VAN KOEVERINGE, OELKE, 2016; KALIL, D'’ANCONA, 2020).

Nesse contexto sdo necessarias novas terapéuticas, uma delas € a terapia

celular com células-tronco mesenquimais que ainda € pouco explorada nessa area.
2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 HIPOCONTRATILIDADE DETRUSORA

A funcdo normal da bexiga urinaria € armazenar e eliminar a urina de forma
coordenada e controlada, cuja atividade é regulada pelos sistemas nervoso central e
periférico. Dentre as disfungdes miccionais, destaca-se a bexiga neurogénica que é
um termo aplicado a uma bexiga urinaria com alteragao funcional devido a doenca
neuroldgica, trauma raquimedular e variadas condi¢gdes patologicas sistémicas ou
metabdlicas que ocasionam lesédo neurdlogica central ou periférica (MAHAJAN et al.,
2016).

A incidéncia de disfuncdo miccional em adultos e criancas estd aumentando
gradativamente. Em criangas pode atingir 1/5 da populagdo pediatrica, e uma
parcela maior para mulheres apds a menopausa e homens em processo de
envelhecimento acima dos 65 anos. Além das consequéncias nosoldgicas devido a
prépria sintomatologia miccional existe ainda o impacto social e psicolégico em
pacientes com disfungdo miccional. A incontinéncia, urgéncia e aumento da
frequéncia urinaria constituem uma barreia importante para o convivio familiar e
extrafamiliar. Em criangas existe o estigma social de que a disfungdo esta associada

a problemas comportamentais e educativos, e a populagao idosa sofre com quedas



14

acidentais e fraturas causadas pela necessidade de encontrar um banheiro préximo
(LISIEUX, 2012).

A hipoatividade detrusora ou bexiga hipocontratill consiste em uma contragéo
de for¢ga ou duragédo reduzida resultando em esvaziamento vesical prolongado e
falha em alcancar o esvaziamento completo. Isso ocorre em nivel tecidual pela
perda de fungao da musculatura detrusora e substituigdo por tecido conjuntivo
fibroso. Existem variadas causas para essa condi¢cdo: idade avangada, drogas,
iatrogenias, causas neurogénicas (acidente vascular cerebral, esclerose multipla,
doenga de Parkinson, lesdo de medula espinal), obstrucdo infravesical (estenose de
uretra e hipertrofia prostatica benigna), diabetes mellitus (Cistopatia Diabética) e
doencgas infecciosas do sistema nervoso (SIDA, sifilis e Sindrome de Guillan-Barre)
(MIYAZATO et al., 2013).

Umas das causas mais comuns no tratamento cirurgico de pacientes com
Hiperplasia Prostatica Benigna é a HD que representa 25 a 33% dos pacientes com
sintomas do trato urinario inferior (LUTS) tais como disuria, polaciuria, jato urinario
fraco ou intermitente, hesitancia, nicturia e ainda complicacbes mais temidas como
residuo pdés miccinal excessivamente elevado, infeccdo urinaria de repeticéo,
formacéo de calculos de via urinario. A evolucao final de pacientes com HD consiste
em faléncia da musculatura vesical com incapacidade de desencadear micgcao e
insuficiéncia renal cronica. Além disso estima-se que 2/3 dos idosos
institucionalizados e incontinentes s&o portadores de HD (MIYAZATO et al., 2013).

Exames neurolégicos e urodinamicos cuidadosos sdo necessarios para o
diagnostico da bexiga neurogénica. Avaliagdo urodinamica permanece com padréo
ouro para avaliar a fungao miccional. Os dados obtidos tais como fluxo maximo,
fluxo médio e pressao de contragédo detrusora permitem diagnosticar as disfuncoes
miccionais e classifica-las em: hiperatividade detrusora, hipocontratilidade detrusora,
incontinéncia urinaria de esforgo e obstrugao infravesical (MIYAZATO et al., 2013).

Um estudo retrospectivo com 557 pacientes do sexo masculino com quadro
clinico de obstrucdo infravesical e submetido a resseccgao transuretral de prostata
avaliou dados objetivos obtidos no estudo urodinamico e qualidade de vida através
do indice Internacional de Sintomas Prostaticos (IPSS) e escore de Qualidade de
Vida (QOL score). A variavel fluxo maximo e volume urindrio residual correlacionam-

se mais fortemente com o escore de qualidade de vida (SEKI et al., 2008).
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Apesar dos avangos no conhecimento em relacdo a fisiopatologia das
disfungbes miccinais e no tratamento da obstrugdo prostatica, esse ainda é
problema frustante para o profissional de saude e sobretudo para o paciente (SEKI
et al., 2008).

Até o momento nenhum farmaco € eficiente no tratamento a longo prazo da
HD (GILLERAN et al., 2021), com isso pacientes com HD fazem uso de cateterismo
intemitente limpo, sonda vesical de demora na uretra ou uso de cistostomia
(CHANCELLOR; DIOKNO, 2016; LAPIDES et al., 1972). Pacientes que fazem uso
prologando de cateter podem desenvolver infecgdo do trato urinario, obstrugdo do
cateter, deslocamento do balonete para uretra, trauma de uretra durante a
passagem da sonda, hematuria e dor (WILDE et al., 2013). Além disso, existe um
constrangimento ao uso do cateter que pode impactar de forma negativa na
qualidade de vida do individuo, especialmente em idosos (GILLERAN et al., 2021).

O tratamento dessa doenga visa prevenir lesdo ao trato urinario superior e
retengpdo urinaria crénica. A micgdo programada, a micgdo dupla, os
alfabloqueadores e o autocateterismo intermitente sdo as opgdes de tratamento
conservadoras tipicas. A estimulacdo do nervo sacro pode ser uma opgao de
tratamento eficaz para a HD. Novos conceitos como terapia com células-tronco e

terapia genética neurotréfica estdo sendo explorados (MIYAZATO et al., 2013).

2.2 CELULAS-TRONCO

Células-tronco sado células primarias capazes de se renovar por divisdo
celular e de se diferenciarem em diversos tipos de células especializadas
(EBRAHIMI et al., 2021). Essas células quando reintroduzidas no organismo podem
adquirir a funcionalidade de qualquer tecido o que as tornam atrativas para a
regeneracgao de tecidos. (CAPLAN, 2000).

As células-tronco sao classificadas como: totipotentes, pluripotentes ou
multipotentes. Séo totipotentes o zigoto, resultado da fusdo do espermatozéide e do
ovocito, e os blastdmeros, resultado do inicio das divisbes celulares. As células
totipotentes sdo capazes de se diferenciar em tecido embrionario e
extraembrionarios (EBRAHIMI et al., 2021). As pluripotentes sdo células do
blastocisto e podem se diferenciar nas trés camadas germinativas: ectoderme,

mesoderme e endoderme, sendo chamadas de células-tronco embrionarias
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(EBRAHIMI et al., 2021; ZATZ, 2004). Ja as multipotentes sdo as células-tronco
adultas. Essas células tém capacidade de se diferenciar em varias células
especificas e correspondem a uma populagao extremamente heterogénea, e sua
subclassificacdo ja tem sido muito bem descrita na literatura em neural,
hematopoiéticas e mesenquimais (KALRA; TOMAR, 2014; WAGERS; WEISSMAN,
2004).

2.2.1 Células-Tronco Mesenquimais

As Células-tronco mesenquimais (CTM) s&o células multipotentes néao
hematopoiéticas e que sao capazes de se diferenciar em diversos tipos de tecidos,
como da camada mesodérmica (adipécitos, condrécitos e ostedcitos), da camada
ectodérmica (neurdcitos) e da camada endodérmica (hepatécitos) (ULLAH;
SUBBARAO; RHO, 2015; WANG et al., 2012).

As CTM sao consideradas uma populagdo de células heterogéneas com
caracteristicas morfolégicas e bioldgicas variaveis. Trés subpopulacbes com
propriedades intrinsecas podem ser diferenciadas: (I) células pequenas capazes de
se autorenovarem rapidamente; (Il) células fusiformes, normalmente com fungéo
paracrina; e (lll) células grandes e planas, que podem estar relacionadas ao
envelhimento celular ou a células-tronco estromais. Essas populagdes nido sao
possiveis de diferenciar ao microscépio. A caracterizacido é feita por meio de
marcadores de superficie especificos (CAMILLERI et al., 2016).

Segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular as CTM expressam os
marcadores de superficie CD90, CD 105 e CD73 e nao expressam os marcadores
CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45 e o antigeno leucocitario humano (HLA)-DR
(FAN et al., 2020; ULLAH; SUBBARAO; RHO, 2015).

O isolamento de CTMs pode vir de varias fontes, como tecido adiposo,
medula éssea, polpa dentaria, gengiva, figado, corddao umbilical, placenta, liquido
ammiotico, membrana amnidtica, musculo esquelético, sinévia (FAN et al., 2020;
MISHRA et al., 2020). A fonte de isolamento da CTM afeta o rendimento, os tipos de
marcadores de superficie, além do perfil de citocinas (MISHRA et al., 2020).

Os primeiros estudos com CTM eram de células provenientes de medula

O0ssea, em seguida outra fonte de CTM foram demonstradas, entre elas, o tecido
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adiposo. As CTM derivadas de tecido adiposo tém alguns beneficios em relagdo a
medula 6ssea como fonte de célula-tronco, por ser coletado de forma minimamente
invasiva e menos dolorosa, além de ser muito abundante e de facil procedimento de
isolamento (DOMPE et al., 2019; WU et al., 2017). Esse tecido apresenta maior
rentabilidade de CTM por quantidade de tecido manipulado (BROWN, 2018), além
disso, as CTM derivadas de tecido adiposo tém uma ampla fungédo imunoreguladora,
0 que as tornam apropriadas para terapia celular (WU et al., 2017).

As CTM tém sido amplamente investigadas e isso se deve ao fato das
células-tronco poderem migrar para locais lesados, se diferenciar em células
funcionais em estagio final e reparar o tecido lesado, além do efeito terapéutico pela
capacidade de modulagdo do sistema imune inato e adaptativo (FAN et al., 2020).
As CTM ainda podem aumentar a viabilidade celular, inibir a morte celular, aumentar
a angiogénese, promover a neovascularizagdo e modular as repostas imunes por
meio de efeito paracrinos (CAPLAN; DENNIS, 2006; FAN et al., 2019). O que faz da
CTM um tratamento promissor para varias doengas por migrarem para locais
lesados, por se diferenciarem em varios tipos de tecido e pela regulagédo imunoldgica
(LI; GUO; CHEN, 2017).

2.2.2 Uso de células-tronco mesenquimais na urologia

Recentemente muitas inovagbes na pesquisa com células-troncos
potencializam o tratamento em urologia regenerativa (SUN et al., 2019). Uma dessas
pesquisas foram desenvolvidas com incontinéncia urinaria de esfor¢co que atinge
cerca de 25% de mulheres americanas. Em estudos realizados com ratas com lesao
dupla de distenséo vaginal e esmagamento de nervo pudendo e tratadas com CTM
restauram a funcdo uretral e nervosa (DISSARANAN et al.,, 2014). Além disso,
outros estudos demonstraram a eficacia da célula-tronco no tratamento da
incontinéncia urinaria de estresse (CARR et al., 2008; STANGEL-WOJCIKIEWICZ et
al., 2016; SEBE et al., 2011).

A doenca renal crénica tem uma grande taxa de mortalidade, e o tratamento
ouro que é o transplante renal, embora a fila de espera possa demorar anos, nesse
sentido as CTM podem ser uma solugao regenerativa e auxiliar milhdes de pacientes

que sofrem dessa doenga (SUN et al.,, 2019). Muitos estudos relatam melhora na
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prevencao da perda da funcao renal (SEMEDO et al., 2009; KINNAIRD et al., 2004;
MORIGI et al., 2008).

A disfuncédo da bexiga contempla uma variedade de patologias que afetam a
miccdo e podem incluir retengcdo urinaria, bexiga neurogénica, cistite intersticial,
bexiga hiperativa entre outras doencgas. Apesar de muitas dessas doengas tenham
tratamento cirurgico e farmacolégico, nenhum deles oferece o potencial regenerativo
que as CTM proporcionam (SUN et al., 2019). Estudos com ratos com disfungéo
miccional diabética induzido por dieta rica em gordura e estreptozocina tratados com
injecdes intra-detrusoras ou intravenosa de CTM demonstraram a regulagao positiva
do musculo liso e dos fatores de crescimento neuronal (ZHANG et al., 2011). Outro
estudo com células-tronco e bexiga hiperativa em ratos demonstrou que as células-
tronco transplantadas liberam fatores que podem tratar a bexiga hiperativa (SONG et
al., 2013).

Outra area da urologia com estudos com células-tronco que mostraram
beneficio é a disfungéo erétil masculina (SUN et al., 2019). Um estudo realizado por
Sun et al. (2012) com ratos diabéticos com disfuncéo erétil e tratados com células-
tronco mostrou a recuperacdo da fungao erétil apds os tratamentos de células-

troncos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito das células tronco mesenquimais em pacientes com

hipocontratilidade detrusora.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar:

a) A funcgao vesical através das medidas de: fluxo maximo, fluxo médio, tempo
de micgao e pressao maxima de contracdo detrusora na avaliagdo Urodinamica;

b) Os sintomas urinarios e o impacto deste na qualidade de vida através de
questionarios validados pela International Continence Society,

c) O residuo pds miccional pelo Cateterismo limpo intermitente e Diario

Miccional.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O teste clinico aberto foi realizado no Hospital Universitaria Maria Aparecida
Pedrossian (HUMAP) com aprovacgédo do Comiss&do Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) e Comité de Etica em Pesquisa de Seres Humanos (CEP) da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (CEP/CONEP) sob o n° 2.745.746. O estudo foi
realizado conforme a Resolugdo n° 466 do Conselho Nacional da Saude (Brasil,
2012).

4.2 PARTICIPANTES

Foram avaliados nove pacientes do sexo masculino, provenientes do
Ambulatério de Urologia do HUMAP, com diagnéstico clinico e urodindmico de
hipoatividade detrusora. Os individuos foram esclarecidos quanto ao propdsito da
pesquisa, e aqueles que aceitaram participar assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

Os critérios de inclusdo foram pacientes do sexo masculino com estudo
urodindmico demostrando apenas hipoatividade detrusora sem a presenca de fator
obstrutivo ao fluxo urinario. Os pacientes ainda deveriam estar em regime de
cateterismo intermitente limpo, ndo serem submetidos a qualquer procedimento
cirargico no trato urinario inferior nos ultimos 12 meses. Os critérios de excluséo
foram insuficiéncia renal terminal (com anduria), infecgao urinaria de repeticdo, nao
aderéncia aos protocolos de acompanhamento clinico e autocateterismo intermitente
limpo. Presenca de qualquer neoplasia maligna confirmada em tratamento ou ja
tratada recentemente ou mesmo qualquer suspeita de cancer consistiram em

importante critério de exclusdo devido a contra-inidicagao de uso de células tronco.

4.3 INTERVENGAO

Os pacientes eram acompanhados no ambulatério e foram submetidos a
avaliagao clinica e laboratorial periodicamente, incluindo os exames pré-cirurgicos.

Para o diagnostico, os pacientes foram também submetidos a ultrassonografia de



21

aparelho urinario e de prodstata, uretrocistoscopia (6tica 30°, cistoscopio 19fr,
acoplado em camera Storz) e estudo urodindmico composto por urofluxometria
inicial, cistometria diferencial e estudo de fluxo presséao realizados em equipamento
de urodinamica Dynapack MPX 816.

A coleta de tecido adiposo para a extragao das células-tronco mesenquimais
foi realizada na face interna da coxa direita e esquerda por meio de lipoaspiragdo. O
abdome inferior e a parte interna da coxa possuem sdo as melhores fontes de
células-tronco mesenquimais adultas (PADOIN et al., 2008). Os procedimentos
foram realizados por médico especialista em cirurgia plastica em regime
ambulatorial. Para a coleta fez-se a assepsia com clorexidina aquosa a 4% e
colocacado de campos estéreis. Em seguida, procedeu-se anestesia com 125 ml de
solugdo anestésica (lidocaina 20% sem adrenalina, soro fisiologico 0,9% e
bicarbonato de sédio 8,4%) para promover a lipodistencdo do tecido. Em seguida,
com o auxilio de uma cénula de lipoaspiragdo (3mm) fez-se a retirada de 200ml de
solugcdo. O material foi acondicionado em frasco estéril contendo solugdo tampao
fosfato (PBS) com 1% de antibidtico/antimicético
(estreptomicina/penicilina/anfotericina B, Sigma®, Lote 097M4875V). O material foi
transportado para o Centro de Estudos em Células Tronco, Terapia Celular e
Genética Toxicologica (CeTroGen) em caixa térmica.

4.4 EXTRACAO

O lipoaspirado foi centrifugado por 10 minutos a 2000 rpm. Aspirou-se a
solugao tampao fosfato (PBS) restando apenas o tecido adiposo. Os frascos foram
preenchidos com PBS e procedeu-se uma nova centrifugagdo como descrito
anteriormente. Esse processo foi repetido por mais duas vezes. Ao tecido adiposo
foi adicionado uma solugédo de Colagenase do tipo | diluida em PBS. Incubou-se por
30 minutos a 37°C com homogeneizagcédo a cada 5 minutos. A atividade da enzima
foi neutralizada com DMEM (Meio de Cultura Eagle Dulbecco Modificado baixa
glicose - Sigma®) contendo 10% de soro fetal bovino (Gibco Life Technologies).
Fez-se uma nova centrifugagcdo por 10 minutos a 2000 rpm. Na sequéncia o
sobrenadante foi desprezado. Ao pellet foi adicionado 10mL de solugao de lise de
hemacias, homogeneizou-se e incubou-se por 5 minutos. Procedeu-se uma nova

centrifugagcdo por 10 minutos a 1600 rpm. Desprezou-se o sobrenadante e o pellet
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foi ressuspenso em 3mL de meio de cultura - DMEN suplementado com 10% de
soro bovino fetal e semeados em um poc¢o de uma placa de cultura de 6 pocgos. A
cultura foi realizada em incubadora a 37°C e 5% de CO,. Apds 24 horas o meio de

cultura foi trocado.
4.5 CULTIVO

A cultura de células-tronco mesenquimais foi mantida em meio de cultura
DMEN baixa glicose suplementado com 10% de soro bovino fetal a 37°C com 5% de
CO,. O meio de cultura foi trocado a cada 72 horas. Apos atingir aproximadamente
80% de confluéncia, as células foram lavadas trés vezes com PBS. Em seguida,
acrescentou-se 0,5mL de tripsina (0,025%) e esperou-se o despendimento das
células (tempo maximo de 3 minutos). A tripsina foi inativada com 1mL de DMEM
suplementado. A solucdo contendo as células foi transferida para um tubo cdnico de
15ml e centrifugada por 5 minutos a 1.200 rpm. O sobrenadante foi descartado e as
células foram homogeneizadas em 5ml de DMEM suplementado. Na sequéncia
semeou-se as células em garrafa de 25 cm?. O cultivo foi realizado da mesma forma
ja descrita. Quando o frasco atingiu confluéncia de 80% as células foram lavadas
com PBS, tripsinizadas e semeadas em duas garrafas de 75cm?. Soltou-se a células
do frasco com auxilio de tripsina e apds uma amostra de 10uL de solucédo contendo
as células tronco foi colocada em um microtudo para contagem e anadlise da
viabilidade celular por azul de tripan (1:1). Esse processo foi repetido até obter 2.10°

de células-tronco mesenquimais.

4.6 CARACTERIZAGAO POR IMUNOFENOTIPAGEM DAS CELULAS TRONCO
MESENQUIMAIS

A imunofenotipagem das células foi caracterizada por citometria de fluxo.
Aproximadamente 2 x 10° CTM na 1° passagem foram coletadas de uma garrafa de
25 cm?® por tripsinizagdo (1ml tripsina 0,25%/ 3 min), centrifugadas e incubadas
durante 30 min a 4°C, com anticorpos, para os seguintes marcadores celulares:
CD105, CD90, CD34 e CD133 (Pharmingen BD, San Diego, CA. EUA). As células
foram analisadas em um ACCURI C6 (Becton Dickinson, EUA). Os graficos de
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caracterizagado foram gerados com a captura de 104 eventos (software BD ACCURI
C6; Becton Dickinson, EUA).

4.7 COMPROVAGAO DA MULTIPOTENCIA POR ENSAIO DE DIFERENCIAGAO
CELULAR

As células, na 3° passagem, foram submetidas ao ensaio de diferenciagéo
adipogénica, osteogénica e condrogénica. Para isto, foram semeadas 105
células/pogo em placas de 6 pogos. ApOs a adesao celular (24 horas), o DMEM foi
descartado e, em seguida, as células foram cultivadas com o meio especifico (DE
CARVALHO 34 SCHWEICH et al., 2017). Os procedimentos foram realizados em
triplicatas, com uma cultura de CTM utilizando meio DMEM para controle da

diferenciagao.

4.7 .1 Diferenciacao adipogénica

Para cada 1 ml HDMEM, suplementado com 20% de SBF, utilizou-se 0,714
ML de insulina (0,35mg/ml); 100 yM de indometacina (0,0447g de indometacina
Sigma® em 5 ml de DMSO); 3,5 uM de rosiglitazona (0,0089g de rosiglitazona em 5
ml de DMSO); 10-5 M de dexametasona (solugdo estoque - 1,2 mg de
dexametasona em 1223 pl de etanol sendo a solucgao final preparada a partir de 10
Ml da solugédo estoque para cada 2,5 ml de DMEM) (MARKARIAN et al., 2014; DE
CARVALHO SCHWEICH et al.,, 2017). Todas as solugdes foram estocadas em
freezer, exceto a indometacina (temperatura ambiente). O meio diferenciador foi
preparado no dia do uso, sendo trocado a cada 3 dias (HERMETO, L. et al., 2016) e
o processo de diferenciagdo se deu por duas semanas (VIEIRA et al., 2014) .Apos
descarte do meio diferenciador, as células foram fixadas por 60 min, em temperatura
ambiente, com formol a 10%. Em seguida, as células foram lavadas com isopropanol
a 60% e, posteriormente, incubadas com Oil Red O (Sigma®) por 20 min em
temperatura ambiente. O excesso de corante foi removido por lavagens com agua

destilada. A diferenciacao foi confirmada pelo acumulo de lipideos intracelulares.

4.7.2 Diferenciacdo osteogénica
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Para a produgdo do meio de indugdo osteogénica foi utilizado 7,9 ml de
DMEM; 10 pL de solucao estoque de acido ascérbico (50 mg de acido ascorbico 2-
fosfato em 10 ml de DMEM); 1 ml de solugao estoque de B-glicerofosfato (630mg de
B-glicerofosfato em 20 ml de DMEM) e 1 ml de SBF. Todas as solu¢des foram
estocadas em freezer, e o meio diferenciador foi preparado a cada semana, sendo
que no momento de cada troca, 1uL de dexametasona 1.000x era acrescentado
para cada 1 ml de meio osteogénico. O meio de diferenciagao foi trocado a cada 3
dias durante quatro semanas (HERMETO, L. et al., 2016). Apos descarte do meio
diferenciador, as células foram fixadas por 10 min, em temperatura ambiente, com
formol a 10%. Em seguida, as células foram lavadas 2 vezes com PBS e coradas
com Alizarin Red (Sigma®) por 5 min em temperatura ambiente. O excesso de
corante foi removido por lavagens com agua destilada (MARKARIAN et al., 35
2014). A diferenciagcado osteogénica foi comprovada pela visualizagdo de depositos

de calcio no 21° dia.

4.7.3 Diferenciacdo condrogénica

As células foram mantidas com o kit de diferenciagcdo condrogénica
STEMPRO (Gibco® Life Technologies) segundo instrugbes do fabricante por 21
dias, sendo o meio de cultura trocado a cada 3 dias. Apds o descarte do meio
diferenciador, as células foram fixadas por 30 min a temperatura ambiente com
paraformaldeido 4%, depois foram lavadas 2 vezes com PBS e coradas com Azul de
Alcian (Neon®) por 5 min a temperatura ambiente. O excesso de corante foi
removido por lavagens com agua destilada (CAMASSOLA et al.,, 2012). A
diferenciacao foi confirmada pela presenca de matriz extracelular rica em

glicosaminoglicanos no 21° dia.
4.8 TRANSPLANTE
Quando o volume celular atingiu 2.10°%, as células foram lavadas trés vezes

com PBS. Em seguida, 1ml de tripsina, na concentragao de 0,25%, foi adicionada no

frasco de cultivo e incubada por 3 minutos. A atividade da enzima foi inativa com 2
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mL de meio de cultura DMEN suplementado com 10% de soro bovino fetal. Em
seguida, as células foram transferidas para um tubo cbénico de 15mL. Fez-se a
centrifugagcdo do tubo cbnico por 5 minutos a 1200 rpm. Na sequéncia, com auxilio
de uma pipeta de Pasteur, aspirou-se o sobrenadante. O pellet celular foi
ressuspenso em PBS. Fez-se a centrifugagdo por 5 minutos a 1200 rpm. Esse
processo foi repetido por mais duas vezes. O pellet foi ressuspenso em 5mL de soro
fisiolégico estéril e colocados em uma seringa de 10 mL. O material foi encaminhado
para o Ambulatério de Urologia para o transplante.

As células foram transplantadas por meio de uretrocistoscopia em regime
ambulatorial sob anestesia local, via ureteral. Foram utilizados 20g de lidocaina em
gel a 2%.

Cada paciente recebeu dois transplantes com 2x10° células-tronco
mesenquimais com intervalo de 30 dias. O transplante foi realizado por meio de
injecao intravesical com agulha cistoscopica (20 Gauge) em cinco pontos do corpo
da bexiga acima do trigono vesical. Os pacientes foram acompanhados clinicamente
durante e apds o transplante para verificacdo de possiveis intercorréncias incluindo

exames laboratoriais.
4.9 ACOMPANHAMENTO CLINICO

Os individuos foram submetidos ao procedimento de uretrocistoscopia, com o
transplante intravesical de células-tronco mesenquimais, em regime ambulatorial.
Apds o procedimento os individuos permaneceram em observagdo na sala de
procedimento, em decubito dorsal com cabeceira elevada a 45 graus por 60 minutos
aos cuidados da equipe médica e de enfermagem.

Os sinais vitais (presséao arterial, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria,
temperatura axilar e saturagdo de oxigénio) foram aferidos pela equipe de
enfermagem durante o periodo de permanéncia na unidade de saude. Os pacientes
receberam hidratacdo via oral e durante o periodo foram avaliados quanto a
sintomas miccionais de dor, sangramento e desconforto miccional.

Ao final desse periodo, os individuos receberam alta com orientagdo quanto
as possiveis complicagdes relacionadas ao procedimento de uretrocistoscopia e do
transplante intravesical de células-tronco mesenquimais. Os pacientes foram

submetidos a um protocolo de profilaxia com antibioticoterapia. Apds a alta os
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individuos receberam o medicamento Levofloxacino 500mg e foram orientados a
tomar o medicamento 1 vez ao dia por 3 dias consecutivos € no mesmo horario. Se
necessarios foram orientados a analgesia com paracetamol 500mg via oral de 6/6
horas em caso de dor.

Os pacientes retornaram no ambulatorio de Urologia para avaliagdo médica a
cada 15 dias nos primeiros 2 meses e mensalmente do segundo ao sexto més. Os
pacientes foram submetidos a exames laboratoriais (hemograma completo, uréia,
creatinina, sédio, potassio, glicose, urina tipo 1 e cultura de urina) 15 dias apés a
realizacdo do primeiro e do segundo transplante e a cada 60 dias do segundo ao

sexto més pos transplante.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média + desvio padrao da média ou
porcentagens. A analise estatistica foi realizada por t-Student. As diferengas serao
consideradas significativas quando p<0,05 (Software GraphPad InStat 5). Os

graficos foram feitos usando (Software GraphPad Prism 5).



5 RESULTADOS

(Os resultados serao apresentados em forma de artigo).
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5.1 ARTIGO 1 - Terapia com células tronco mesenquimais reverte a hipoatividade
detrusora em paciente renal cronico
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Resumo

A Hipoatividade detrusora (HD) caracteriza-se por baixa pressdo do detrusor ou
contracado curta associada ao baixo fluxo urinario. Essa condi¢cdo pode evoluir para
insuficiéncia renal crénica (IRC) e necessidade dialise. O presente relato de caso
demonstra que um paciente com diagnostico de HD e IRC que recebeu 2
transplantes com 2x10° células tronco mesenquimais, num intervalo de 30 dias,
recuperou a forga contratii da bexiga e normalizou as suas fungdes renais. O
paciente tinha score 19 no ICIQ-SF antes da terapia celular e esse score foi reduzido
para 1 apos o transplante. Esses resultados demonstram que houve melhora na
fungcdo miccional, no jato urinario e do volume urinado avaliados pelo exame de
urofluxometria. Além disso, o estudo urodindmico realizado apdés o tratamento
demonstrou aumento do fluxo maximo de 2 ml/s para 23 ml/s, da presséo detrusora
no fluxo maximo de 21 cmH,0 para 46 cmH,O e do BC/ que passou de 31 para 161
caracterizando boa contracdo detrusora. Frente ao exposto, considera-se que o
transplante de células tronco mesenquimais, no presente caso, demonstrou ser uma
opcao terapéutica viavel uma vez que o paciente recuperou a forca contratil da

bexiga e reverteu o quadro de IRC.
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Introdugao

A Hipoatividade Detrusora (HD) caracteriza-se por baixa pressao do detrusor
ou contragao curta associada ao baixo fluxo urinario. O resultado é o esvaziamento
prolongado da bexiga e/ou a falha em atingir o esvaziamento completo (D' ANCONA,
et. al., 2019).

Pacientes com HD desenvolvem sinais e sintomas que podem agravar o
quadro. Dentre esses, cita-se o alto residuo pdés-miccional que leva ao aumento de
infecgdes urinarias de repeticao, formacado de calculos de vias urinarias e até a
insuficiéncia renal aguda (ALDAMANHORI, CHAPPLE, 2017; LISIEUX, 2012). Até o
momento, ndo ha nenhum tratamento efetivo e/ou que devolva a funcido de
contratilidade da bexiga. Frente ao exposto a presente pesquisa teve por objetivo
relatar um caso de paciente com HD e insuficiéncia renal crbénica (IRC) tratado com

células tronco mesenquimais.

Casuistica e métodos

Um paciente de 54 anos, do sexo masculino, pardo, sem historia de
tabagismo ou etilismo, portador de hipertens&o arterial sistémica, com histéria de
retengdo urinaria aguda ha 18 meses e em insuficiéncia renal cronica foi
encaminhado para o Servigo de Urologia do Hospital Universitario Maria Aparecida
Pedrossian (HUMAP). O paciente ja era acompanhado, previamente, pelo servigo de
Nefrologia do mesmo hospital e estava em hemodialise a 6 meses. O paciente
também ja havia sido submetido a resseccdo endoscopica de préstata para
tratamento de hipertrofia de préstata. O exame anatomopatologico resultou em
hiperplasia prostatica benigna.

Apés o tratamento cirurgico, o paciente ainda se queixava de jato urinario
fraco e intermitente, sensagao de esvaziamento incompleto, gotejamento terminal e
perda urinaria.

O paciente foi submetido a sondagem vesical de demora, exames
hematoldgicos e bioquimicos, incluindo os exames preé-cirurgicos, ultrassonografia
de aparelho urinario e de préstata, uretrocistoscopia (6tica 30°, cistoscépio 19fr,

acoplado em camera Storz) e estudo urodindmico composto por urofluxometria
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inicial, cistometria diferencial e estudo fluxo pressao realizados em equipamento de
urodindmica Dynapack MPX 816.

Para avaliacdo da qualidade de vida utilizou-se o instrumento validado
International Continence on Incontinenca Questionaire — Short Form (ICIQ-SF). O
instrumento de coleta de dados foi aplicado no inicio da pesquisa e 60 dias apds o
ultimo transplante.

Ao paciente foi proposto o tratamento com células tronco mesenquimais
(Parecer consubstanciado CEP/CONEP numero #2.745.746). Apos aceitar a
intervencao e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, o paciente
soi submetido a coleta de gordura periférica na face interna da coxa direita e
esquerda por meio de lipoaspiracdo. O procedimento foi realizado por médico
especialista em cirurgia plastica, em regime ambulatorial. Foi realizada a assepsia
com clorexidina aquosa a 4% e colocagdo de campos estéries. Em seguida,
procedeu-se a anestesia com 125ml de solugdo anestésica (lidocaina 20% sem
adrenalina, soro fisioldgico 0,9% e bicarbonato de sédio 8,4%) para promover a
lipodistenséo do tecido. Em seguida, com o auxilio de uma céanula de lipoaspiragao
(3mm) fez-se a retirada de 200 ml de solugdo. O material foi acondicionado em
frasco estérii contendo solugdo tampado fosfato (PBS) com 1% de
antibiotico/antimicético (Penicilina, Estreptomicina, Anfotericina B, SIGMA-A5955,
lote 097M4875V). O material foi transportado para o Centro de Estudos em Células
Tronco, Terapia celular e Genética Toxicologica (CeTroGen/HUMAP) e processado
segundo rotina convencional para a extracdo e o cultivo das células tronco
mesenquimais (PESARINI et al., 2018). Para a preparagdo do material biolégico
para a terapia celular procedeu-se a tripzinizagao das células e lavagem a exaustao,
adaptado de Schweich-Adami (2021).

Apos 60 dias, o paciente foi submetido a uretrocistoscopia em regime
ambulatorial para o transplante de 2x10° células tronco mesenquimais. O transplante
foi realizado por meio de injecéo intravesical com agulha cistoscopica (20 Gauge)
em 5 pontos no corpo da bexiga acima do trigono vesical. Um segundo transplante
foi realizado 30 dias apds o primeiro seguindo 0s mesmos principios.

O paciente foi acompanhado clinicamente durante e apds o transplante para
verificacdo de possiveis intercorréncias. O paciente foi submetido a exames de

urocultura.
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Relato de caso

O paciente foi submetido a sondagem vesical de demora que drenou 1200 ml
de urina.

No exame fisico, ndo foram notadas visceromegalias ou linfonomegalias. Ao
exame urologico, notou-se genitalia externa normal. Abdome com abaulamento e
dor na regido hipogastrica. Exame digital retal revelou prostata de 40 gramas, sem
nddulos e indolor. O hemograma e o coagulograma estavam normais. Os exames
bioquimicos indicaram doenga renal crénica incipiente com uréia de 89 mg/dL e
creatinina com 2,8 mg/dL e clearence de creatinina 15 mL/min. O ultrassom do
aparelho urinario mostrava bexiga de esforco e sinais de nefropatia crénica bilateral.
O ultrassom de prostata evidenciou prostata de 45 gramas e acentuado residuo pos-
miccional.

A uretrocistoscopia apresentou-se normal. As uretras peniana, bulbar e
membranosa estavam pérvias. A uretra prostatica apresentou sinais de resseccao
endoscopica prévia e colo vesical aberto. Os meatos ureterais eram tépicos e
paredes vesicais trabeculadas.

Posteriormente, o paciente foi submetido a estudo urodinamico para avaliagcéo
da disfungdo miccional. A urofluxometria inicial mostrou fluxo maximo de 4 mL/s,
Ifluxo médio de 1 ml/s, volume urinado de 19 ml e residuo pés-miccional de 800 mL.
Na cistometria diferencial observou-se capacidade cistométrica maxima (CCM) de
550 mL, complacéncia vesical de 45 ml/cmH,0O, sensibilidade diminuida, nao
apresentou perdas com manobras de esfor¢co e auséncia de contracdo n&o inibida
do detrusor. O estudo fluxo-pressao apresentou fluxo maximo (Qmax) de 2 ml/s e
pressao detrusora no fluxo maximo (PdetQmax) de 21 cmH,0, volume urinado de 82
ml, indice de contratilidade detrusora (Bladder contratility index: BCl = PdetQmax + 5
x Qmax) de 31. Os valores obtidos com esse estudo urodindmico foram compativeis
com o diagnéstico de Hipoatividade detrusora (Tabela 1).

No ICIQ-SF o score do paciente foi de 19 (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores absolutos e variacdo percentual dos resultados da urofluxometria,
cistometria e estudo de pressido fluxo e escore do International Continence on
Incontinence Questionaire-Short Form, antes e apos a terapia celular.

Urofluxometria

Antes Depois %
Fluxo Maximo 4 21 425
Fluxo Médio 1 6 500
Volume urinado 19 232 1121
Residuo 800 20 -98

Cistometria

Antes Depois %
CCM 500 405 -19
Perdas Urinarias Sim Nao
Hiperatividade Nao Nao
Complacéncia 45 50 11

Estudo Fluxo Pressao

Antes Depois %
Fluxo Maximo 2 23 1050
Fluxo Médio 21 46 119
Volume urinado 82 537 555
BCI 31 161 419

International Continence on Incontinenca Questionaire-Short Form

Antes Depois %

ICIQ-SF 19 1 -95%

Legenda: CCM - Capacidade cistométrica maxima; BCI - Indice de Contratilidade Vesical

O tratamento padrdo para caso de HD foi instituido com cateterismo
intermitente limpo com volume maximo em cada drenagem de 400 ml e
acompanhamento periédico com diario miccional.

As células tronco mesenquimais foram imunofenotipadas e constatou-se a
marcagao de CD90 e CD105 e a ndo marcagao de CD133 e CD34 (Figura 1)
segundo protocolo de SCHWEICH et al (2017). As células ainda foram submetidas
ao processo de diferenciagdo adipogénica, osteogénica e condrogénica
(SCHWEICH et al, 2017). As diferenciagdes foram confirmadas pela presengao de
goticulas de lipideos, matriz extracelular rica em calcio e matriz extracelular rica em
glicosaminoglicanas coradas por Oil Red, Alizarida Red e Alcian Blue,

respectivamente.
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Figura 1. Morfologia, caracterizagdo e potencial de diferenciacdo de células-tronco derivadas do
tecido adiposo, aumento 400x — (A) Cultura indiferenciada demonstrando células com caracteristicas
de fibroblastos, (B) cultura de diferenciagcdo adipogénica e vacuolos lipidicos corados com Oil red O,
(C) cultura de diferenciagdo osteogénica e depésitos de calcio coradas com Vermelho de Alizarina e
(D) cultura de diferenciagdo condrogénica e matriz extracelular rica em glicosaminoglicanos corada
com Azul Alcian. (E) Perfil imunofenotipico de células-tronco mesenquimais. As células expressaram
os marcadores CD 90 e CD105 e nao expressaram CD133 e CD34.

O paciente foi acompanhado clinicamente durante e apds o transplante para
verificacdo de possiveis intercorréncias e nenhuma complicagao foi observada. Os
exames de urocultura ndo indicaram nenhuma infecgao.

Apos 60 dias do transplante, o paciente foi submetido a novo estudo
urodindmico. Na urofluxometria inicial apresentou fluxo maximo de 21 ml/s, fluxo
médio de 6 ml/s, volume urinado de 232 ml e residuo de 20 ml. A cistometria
diferencial apresentou capacidade cistométrica maxima de 450 ml, complacéncia
vesical 50 ml/H,0, sensibilidade diminuida com auséncia de perdas e de contragao
detrusora involuntaria. O estudo fluxo-pressao apresentou fluxo maximo de 23 ml/s e
PdetQmax de 46 cmH,0. O volume urinado foi de 537 ml e o BCI atingiu 161.

O escore atingido no questionario ICIQ-SF foi de apenas 1.

O paciente foi acompanhado por 6 meses e o quadro de insuficiéncia renal
crbénica foi revertido passando a apresentar clearence de creatinina de 50 mL/min,
creatinina 1,8 mg/dL e uréia 59 mg/dl. Esse fato garantiu ao paciente melhorias da
qualidade de vida com melhora da fluxo urinario e sua suspensao da hemodialise

que era feita 3 vezes por semana.
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Discussao

A HD é uma disfuncdo miccional caracterizada por fluxo urinario baixo,
pressao detrusora diminuida ou com duracao frusta que leva ao esvaziamento
incompleto da bexiga (D'ANCONA et al., 2019; YU, JEONG, 2017). O diagnéstico
requer avaliacdo clinica, ultrassonografia de aparelho urinario, uretrocistoscopia para
o devido diagnéstico diferencial de causas de sintomas do trato urinario inferior. O
padrdao ouro para confirmar esse diagndstico € o estudo fluxo pressao realizado
durante o estudo urodinamico que evidencia fluxo maximo < 15 ml/s e Pdet < 30
cmH20 (D’ANCONA et al., 2019; VASCONCELOS et al., 2013).

O paciente apresentava idade compativel com diagnéstico de hipertrofia
prostatica benigna (HPB) visto que até 50% dos pacientes acima dos 50 anos
podem desenvolver essa doenca e até 40% dos homens com menos de 65 anos
podem apresentar hipoatividade detrusora (ABARBANEL, MARCUS, 2007,
RADEMAKERS, VAN KOEVERINGE, OELKE, 2017).

A histdria clinica apresentada representa a evolugdo esperada de pacientes
que possuem HPB e iniciam tardiamente o diagndstico e o tratamento. O paciente
desenvolveu retencdo urinaria crénica, com necessidade de uso de sonda de Foley,
e insuficiéncia renal crénica. Mesmo apoés o tratamento cirurgico da HPB, por meio
de resseccdo endoscopica de prostata, o paciente permaneceu com sinais de
retengao urinaria crbnica com globo vesical palpavel, residuo pos-miccional elevado,
jato urinario fraco, intermitente e prolongado. Essa condigdo também é relatada por
Aldamanhori, Chapple (2017). Essas condi¢des impactavam negativamente a
qualidade de vida do paciente o que foi comprovado pelo score 19 no ICIQ-SF que
possui pontuagcdo maxima de 21 (TAMANINI et al., 2004).

A ultrassonografia realizada demonstrou sinais de nefropatia cronica bilateral,
bexiga espessada e residuo poOs-miccional elevada. A uretroscistoscopia
demonstrou que n&o havia obstrucao do trato urinario inferior por estenose de uretra
e o colo vesical estava aberto. Esses fatos juntos sugerem a HD (RADEMAKERS,
VAN KOEVERINGE, OELKE, 2017).

O estudo urodinamico realizado demonstrou no estudo fluxo-presséo fluxo
maximo de 2 ml/s e PdetQmax de 21 cmH,0O. O BCI calculado foi de 31, bem abaixo
de 100 que confirma o diagnostico de HD (D’ANCONA et al., 2019; SELMAN et al.,
2019).
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O paciente foi tratado com medidas conservadoras tais como cateterismo
intermitente limpo e vigilancia quanto a funcéo renal e infecgdo do trato urinario
(BAYRAK, DMOCHOWSKI, 2019). No entanto, as interveng¢des nao foram eficientes
e 0 quadro geral do paciente certamente evoluiria para complicacbes devido a
insuficiéncia renal crénica com necessidade de hemodialise durante toda a sua vida.
Pacientes renais crénicos geram altos custos para o Sitema Unico de Saude (SUS)
além de terem uma qualidade de vida comprometida e baixa sobrevida (JESUS et
al., 2019; SILVA et al., 2016).

Nesse contexto, de auséncia de resultados satisfatorios com as terapias
convencionais, a terapia com células tronco mesenquimais demonstrou-se eficiente
em reverter o quadro de insuficiéncia renal crénica e melhorias da qualidade de vida
do paciente. Tais melhorias sdo representadas pela reducao de 18 pontos no escore
do ICIQ-SF que é um questionario internacional validado e muito utilizado na area de
disfuncao miccional (SIRLS et al., 2015; KARMAKAR, MOSTAFA, ABDEL-FATTAH,
2017).

Comprovam ainda a melhoria da qualidade de vida do paciente e nas suas
funcdo renal o fato de o paciente apresentar melhora na fungdo miccional, no jato
urinario e no volume urinado avaliados pelo exame de urofluxometria. Além disso, o
estudo urodindmico realizado apdés o tratamento demonstrou aumento do fluxo
maximo de 2 ml/s para 23 ml/s, da pressao detrusora no fluxo maximo de 21 cmH,0O
para 46 cmH,O e do BCI que passou de 31 para 161 caracterizando boa contracao
detrusora (D’ANCONA et al., 2019; SELMAN et al., 2019). Esses valores retiram o
paciente do diagndstico de HD bem como demonstra a reversdo do quadro de
insuficiéncia renal crénica que era decorrente dessa. Por fim, o paciente relata
satisfacdo com a fungdo miccional e com a capacidade de esvaziamento da bexiga
visto que o volume residual antes do transplante das células tronco mesenquimais
era de 800 ml e atualmente € menor do que 20 ml durante o cateterismo intermitente
limpo, volume desprezivel por estar dentro dos parametros considerados normais
(ASIMAKOPOULOS et al., 2016).

Em conclusao inferimos que o transplante de células tronco mesenquimais,
no presente caso, demonstrou ser uma opgéo terapéutica viavel e segura uma vez
que o paciente recuperou a forgca contratii da bexiga e reverteu o quadro de

insuficiéncia renal crénica passando do grau IV para o grau lll.
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5.2 ARTIGO 2 - Terapia com células tronco mesenquimais do tecido adiposo
melhora a contratilidade vesical e reduz o residuo miccional
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Resumo

A Hipocontratilidade Detrusora (HD) € uma doenga sem um tratamento padréao ouro
na medicina tradicional. Logo, ha a necessidade de desenvolvimento de terapias
inovadoras. O presente relato apresenta um caso de paciente com HD transplantado
duas vezes com 2 x 10° células tronco mesenquimais que obteve melhoras
significativas em sua qualidade de vida. Os resultados demonstraram que a terapia
celular reduziu o residuo miccional de 1800 mL para 800 mL; a Capacidade
Cistométrica Maxima de 800 para 550 ml; a complacéncia de 77 para 36,6
mL/cmH20. A terapia celular também aumento o fluxo maximo de 3 para 11 mL/s; a
pressao detrusora de 08 para 35 cmH20; o volume urinado de 267 para 524 ml e o
indice de contratilidade vesical (BCl) de 23 para 90. O score do International
Continence on Incontinence Questionare — Short Form passou de 17 para 8. Diante
do exposto inferi-se que o transplante de células tronco mesenquimais do tecido
adiposo é uma estratégia terapéutica inovadora para o tratamento da HD e para

melhoria da qualidade de vida de pacientes acometidos por essa doenca.
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Introdugao

A hipoatividade detrusora (HD) esta relacionada a contragao de baixa duragao
do detrusor o que deriva em baixa pressdo associada a baixo fluxo urinario
(D’ANCONA et al., 2019). Paciente acometidos por essa doenga possuem fluxo
urinario lento, hesitacdo e esforco para urinar, sensacao de esvaziamento
incompleto da bexiga e elevado residuo pés-miccional (GAMMIE et al., 2016).

De acordo com Levanovich et al. (2015) as células tronco
mesenquimais do musculo sao capazes de reduzir a capacidade cistométrica e
devolver a capacidade de urinar pequenos volumes. Mesmo com essas melhorias o
paciente permanece dependente de cateterismo. No entanto, existem trabalhos em
urologia com terapia celular e engenharia tecidual para o reparo do tecido renal,
gonadal, esfincter uretral e bexiga (BECKER; JAKSE, 2007; LEVANOVICH et al.,
2015, ASSIS et al.,, 2019; OLIVEIRA et al., 2019). Esses fatos demonstram a
necessidade de continuar os estudos nessa area.

Reforcam a necessidade de estudos para o tratamento da HD o fato de
terapias convencionais ndo apresentarem o padrdo ouro desejado. Frente ao
exposto o presente estudo relatou os efeitos da terapia celular com células tronco

mesenquimais do tecido adiposo no tratamento da HD

Relato de caso

Um paciente de 74 anos, do sexo masculino, branco, com histéria de jato
urinario fraco e intermitente, micgdo muito prolongada, hesitacdo, sensacado de
esvaziamento incompleto, dor e abaulamento em hipogastrio foi encaminhado para o
Servigo de Urologia do Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian (HUMAP).
A histéria prévia relatava infecgao urinaria de repeticdo e uso de sonda vesical de
Foley por retengéo urinaria ha um ano. O paciente n&o tinha historia de tabagismo,
etilismo e comorbidades exceto a hipertensédo arterial. O paciente fazia uso de
Losartana (50 mg/dia).

No exame fisico, apresentava genitalia externa normal, abdémen com
abaulamento e dor na regido hipogastrica. O exame digital retal revelou préstata <

30 gramas, sem nodulos e indolor. O hemograma e coagulograma estavam normais.
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A ultrassonografia demonstrou rins normais, bexiga com residuo miccional
acentuado e prostata de 20 gramas.

A uretrocistoscopia era compativel com uretra peniana, bulbar e membranosa
normais; uretra prostatica normal; colo vesical aberto; meatos ureterais topicos e
paredes vesicais lisas e sem trabeculagdes.

O paciente foi submetido ao Estudo Urodinamico para avaliagao da disfungao
miccional. A urofluxometria inicial ndo desencadeou micgcao e apresentava residuo
miccional de 1800 ml aferido por sondagem vesical. A cistometria diferencial
demonstrou capacidade cistométrica maxima (CCM) de 800 ml, complacéncia
vesical de 77 ml/cmH0, sensibilidade diminuida, perdas com manobras de esforgo
e auséncia de contracbes. O Estudo Fluxo-pressdo apresentou fluxo maximo
(Qmax) de 3 ml/s, Pressédo Detrusora no Fluxo Maximo (pdetgmax ) de 8 cmH-0,
volume urinado de 267 ml, indice de Contratilidade Detrusora (Bladder contratility
index: BCl = pdetgmax + 5 x Qmax) de 23. Os valores obtidos com esse estudo
urodindmico sdo compativeis com Hipoatividade Detrusora (Tabela 1).

Foi aplicado o questionario ICIQ-SF (International continence on incontinenca
questionaire — Short Form) para avaliagao de qualidade de vida com e o escore foi
17 (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores absolutos e percentual de variagdo dos resultados de
urofluxometria, cistometria e estudo fluxo pressdo e score do International
Continence on Incontinence Questionare — Short From, antes e depois da terapia
celular:

Urofluxometria

Antes Depois %
Fluxo Maximo 0 10 1000
Fluxo Médio 0 5 500
Volume urinado 0 176 17600
Residuo 1800 800 -56

Cistometria

Antes Depois %
CCM 800 550 -31
Perdas Urinarias Sim N3o
Hiperatividade Nao Nao
Complacéncia 77 33,6 -52

Estudo do Fluxo Pressao
Antes Depois %

Fluxo Maximo 3 11 267
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Pressao Detrusora Maxima 8 35 338
Volume urinado 267 524 96
BCI 23 90 291
International Continence on Incontinenca Questionaire
Antes Depois %
ICIQ-SF 17 8 -53%

Legenda: CCM - Capacidade cistométrica maxima; BCI - Indice de Contratilidade Vesical

O tratamento padrao para caso de Hipoatividade Detrusora foi instituido com
cateterismo intermitente limpo com acompanhamento clinica e laboratorial. O volume
maximo em cada drenagem era de 400 ml. Na presente condigdo o paciente
necessitava de 5 caterismo/dia. Diante do exposto, o paciente foi recrutado para
tratamento com células tronco mesenquimais (Parecer consubstanciado
CEP/CONEP numero #2.745.746).

Apos concordancia e assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido o paciente foi submetido a coleta de gordura periférica da face interna da
coxa direita e esquerda por de lipoaspiracdo. O procedimento foi realizado por
meédico especialista em cirurgia plastica, em regime ambulatorial. Utilizou-se 125 ml
de solugao anestésica contendo lidocaina 20% sem adrenalina, soro fisiolégico 0,9%
e bicarbonato de sédio 8,4%. Foram retirados 200 ml de solugdo. O material foi
enviado para Centro de Estudos em Células Tronco, Terapia Celular e Genética
Toxicologica (CeTroGen) para processamento segundo o procedimento operacional
padrdao em vigéncia (PESARINI et al., 2018).

Apos 60 dias, o paciente foi submetido a Uretrocistoscopia em regime
ambulatorial para o transplante de 2 x 10° células tronco mesenquimais. O
transplante foi realizado em 5 pontos no corpo da bexiga acima do trigono vesical.
Um segundo transplante foi realizado 30 dias apds o primeiro seguindo os mesmos
principios.

O paciente foi acompanhado clinicamente durante e apds o transplante e
submetido ao exame de urina com cultura. O paciente ndo apresentou nenhuma
complicagdo e os exames estavam normais.

Apos 60 dias do transplante o paciente realizou novo Estudo Urodinamico. A
urofluxometria inicial mostrou fluxo maximo de 10 ml/s, fluxo médio 5 ml/s, volume
urinado de 176 ml e residuo de 800 ml. A cistometria diferencial demonstrou

capacidade cistométrica maximo de 550 ml, complacéncia vesical de 36,6
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ml/cmH,0, sensibilidade diminuida com auséncia de perdas e de contracdo
detrusora involuntaria. O estudo de fluxo-pressdo apresentou fluxo maximo de 11
ml/s e pdetQmax de 35 cmH,0O. O volume urinado foi de 524 ml e o BCI atingiu 90
(Tabela 1).

Quando submetido ao questionario ICIQ-SF o escore atingido 8 (Tabela 1).

Discussao

O paciente era incapaz de desencadear a micgdo. Logo, a unica forma de
esvaziar a bexiga era o cateterismo intermitente limpo. Na primeira urofluxometria o
paciente apresentou residuo miccional de 1.800 ml. Esse volume sugere o
diagndstico de acontratilidade detrusora. Segundo Anderson; Grant (1991) a
acontratilidade detrusora € diagnosticada com residuos miccionais superiores a
1.000 ml. No entanto, foi observado que esse paciente possuia Pressao detrusora
de 8 cm/H,0. Logo, o diagndstico sugerido € o de HD.

O diagndstico de HD foi confirmado: (1) pelo baixo fluxo maximo de apenas 3
ml/s enquanto o esperado era acima de 15 ml/s (REYNARD et al., 1998); (ll) pela
pequena pressao detrusora que foi de apenas 8 cmH,O enquanto o esperado era de
30 cmH,0 (ZERATI FILHO; NARDOZA JUNIOR; REIS, 2010); e pelo baixo BCI que
foi de apenas 23 enquanto o esperado ela entre 100 e 150 (D'ANCONA et al., 2019).

Essa condicdo interfere na qualidade de vida do paciente que obteve escore
17 no ICIQ-SF que tem pontuagcdo maxima de 21 (TAMANINI et al., 2004). Os
pacientes com HD reduzem ou afastam-se de suas atividades diarias, em especial,
do convivio social visto o cateterismo intermitente limpo é de dificil realizacdo em
ambientes fora do domicilio. Além disso, essa doenga gera perda de urina que é
percebida pelo mau cheiro o que causa constrangimento social (TEUNISSEN et al.,
2006).

Diante do exposto observa-se que a terapéutica convencional, que utiliza o
cateterismo intermitente limpo, a vigilancia da funcao renal e de infecgbes no trato
urinario (BAYRAK, DMOCHOWSKI, 2019), traz melhorias para o paciente. No
entanto, os resultados ndo séo satisfatorios. Logo ha a necessidade de terapéuticas
inovadoras que possam melhorar a qualidade de vida dos pacientes com resultados
além daqueles obtidos com os tratamentos conservadores. Nesse contexto destaca-

se as terapias celulares com células-tronco mesenquimais.
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No presente estudo dois transplantes com células tronco mesenquimais foram
capazes de conferir capacidade do paciente desencadear a micgao. Além disso, o
exame de urofluxometria demonstrou melhora de 1000%, 500% e 17600% no fluxo
maximo, fluxo médio e volume urinado respectivamente. A melhoria desses
parametros resultou um residuo miccional 56% menor. Observou-se também que a
CCM atingiu o valor de 550 ml, o esperado é entre 350-500 ml, o que demonstra
uma reducao de 31%. Inicialmente o paciente apresentava perda urinaria e apés a
terapia células essas cessaram. A complacéncia apresentou uma redugao de 52%
reduzindo de 77 ml/cmH,0O para 36,6 ml/cmH,O sendo o esperado valores acima de
30 ml/cmH,0O (D'ANCONA et al., 2019).

O estudo de fluxo pressdo demonstrou aumento de fluxo maximo de 267%.
Esse parametro passou de 3 para 11 ml/s e o esperado era de acima de 15 ml/s
(AHMED et al., 2016). O volume urinado teve aumento de 96%. No entanto, o
residuo miccional continua elevado de acordo com D'Ancona et al. (2019) que relata
esse deve ser de até 50 ml. A BCI apresentou aumento de 291% e o valor atingido
foi de 90 sendo o esperado entre 100 e 150 (D'ANCONA et al., 2019).

Todas essas melhorias refletiram diretamente na qualidade de vida do
paciente que apresentou score no ICIQ-SF de 8 apds a terapia celular. Assim,
observa-se uma reducao de 53% do score o que reflete diretamente no dia a dia do
paciente e na retomada de suas atividades diarias e convivio social. Destaca-se
ainda que essa paciente passou de 5 para 2 cateterismo intermitente por dia. Além
de adquirir micgao espontanea.

Diante do exposto inferimos que o transplante de células tronco
mesenquimais do tecido adiposo é uma estratégia terapéutica inovadora para o
tratamento da HD e para melhoria da qualidade de vida de pacientes acometidos por

essa doenca.
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A hipoatividade detrusora (HD) é uma doenga que pode causar insuficiéncia
renal e ndo possui tratamento eficaz na medicina tradicional. A presente pesquisa
avaliou os efeitos da terapia celular (TC), com células-tronco mesenquimais do
tecido adiposo (CTMta), no tratamento da hipoatividade detrusora em homens.
Foram avaliados 9 pacientes com diagnostico de hipoatividade detrusora. Os
pacientes foram submetidos a dois transplantes, com 2 x 10° células/transplante, por
meio de uretrocistoscopia. O transplante foi realizado por inje¢do intravesical em
cinco pontos do corpo da bexiga acima do trigono vesical. Os resultados
demonstram que a terapia celular aumentou (p < 0,05) o fluxo maximo, o fluxo médio
e volume urinado e reduziu (p < 0,05) o volume residual no exame de urofluxometria.
Observou-se ainda aumento (p < 0,05) do fluxo maximo, da pressao detrusora
maxima, do volume urinario e do indice de contratilidade vesical no estudo de fluxo
pressao. O escore do Internacional Consultation on Incontinence Questionare
reduziu de 11,44 + 1,43 para 3,78 + 0,78, ap6s a terapia celular, o que indica
melhora na qualidade de vida e retorno as atividades diarias. Os pacientes tiveram
follow-up de 6 meses apds a TC nao apresentaram intercorréncias. Todos os
pacientes faziam diariamente cerca de cinco cateterismo intermitente limpo. Apods, a
TC, 7/9 pacientes (77,78%) ndo necessitaram de procedimento e para 2/9 (22,28%)
houve a reducéo de dois cateterismos/dia. Frente ao exposto, conclui-se que a TC
com CTMta é segura e deve ser considerada uma nova opgao terapéutica para o

tratamento da hipoatividade detrusora.

Introdugao
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A bexiga hipoativa & caracterizada por fluxo urinario lento, hesitagéo e esforgo
para urinar, com ou sem uma sensag¢ao de esvaziamento incompleto da bexiga e
residuo pos-miccional elevado (CHAPPER et al., 2018). A hipoatividade detrusora
(HD) caracteriza-se por baixa pressdo ou contragdo curta do detrusor associada a
baixo fluxo urinario (D'ANCONA et al., 2019).

A incidéncia de disfungdo miccional em criangas pode atingir até 1/5 da
populagédo pediatrica (FUENTES, MAGALHAES, BARROSO, 2019). Em adultos,
com menos de 50 anos, a disfungdo miccional atinge até 28% da populagdo e em
individuos com mais de 70 anos esse quantitativo sobe para 48% (ALDAMANHORI
AND CHAPPLE, 2017).

A HD nao possui um tratamento efetivo na medicina tradicional. Nenhuma das
terapéuticas disponiveis sdo capazes de devolver a contratilidade da bexiga. Assim,
os pacientes acometidos por essa doenga desenvolvem sinas e sintomas que
podem agravar 0s casos.

Dentre os principais fatores de complicacado citam-se os altos residuos pos-
miccionais, infec¢des urinarias de repeticao, formagao de calculos de vias urinaria e
até insuficiéncia aguda que pode evoluir para doenga renal crénica (ALDAMANHORI
AND CHAPPLE, 2017; MONRAN et al., 2021; RADEMAKERS, VAN KOEVERINGE,
OELKE, 2016; KALIL, D'’ANCONA, 2020). Frente ao exposto é necessario que novas
terapéuticas sejam desenvolvidas. A Terapia Celular (TC) com células-tronco
mesenquimais (CTM) é uma possibilidade. A literatura possui um relato do uso
autologo de células-tronco derivadas de musculo para tratar bexiga HD. O resultado
demonstrou que a terapia € segura e reduziu a capacidade cistométrica maxima. No
entanto, o individuo continuou dependente do autocateterismo (Levanovich et al,
2015).

Como a TC ainda é pouco explorada nessa area, a presente pesquisa avaliou
pioneiramente os efeitos da TC, com células-tronco mesenquimais do tecido adiposo

(CTMta), no tratamento da HD em homens.

Pacientes e Métodos
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Trial Design

O teste clinico aberto foi realizado no Hospital Universitaria Maria Aparecida
Pedrossian (HUMAP) com aprovacdo do Comité Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) e Comité de Etica em Pesquisa de Seres Humanos (CEP) da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (CEP/CONEP) sob o n° 2.745.746. O estudo foi
realizado conforme a Resolugdo n°® 466 do Conselho Nacional da Saude (Brasil,
2012). Com registro no ISRCTN 23909398 e no Registro Brasileiro de Ensaios
Clinicos - REBEC - RBR-10bk2qgbb.

Participantes

Foram avaliados 9 pacientes do sexo masculino, provenientes do Ambulatério
de Urologia do HUMAP, com diagndstico clinico e urodindmico de HD. Os individuos
foram esclarecidos quanto ao propédsito da pesquisa e aqueles que aceitaram
participar assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Os critérios de inclusdo foram pacientes do sexo masculino com estudo
urodinamico demostrando apenas HD sem a presenca de fator obstrutivo ao fluxo
urinario. Os pacientes ainda deveriam estar em regime de cateterismo intermitente
limpo, ndo serem submetidos a qualquer procedimento cirurgico no trato urinario
inferior nos ultimos 12 meses. Os critérios de exclusdo foram insuficiéncia renal
terminal (com oligo-anuria), infeccdo urinaria de repeticdo, ndo aderéncia aos
protocolos de acompanhamento clinico e autocateterismo intermitente limpo.
Presenca de qualquer neoplasia maligna confirmada em tratamento ou ja tratada
recentemente ou mesmo qualquer suspeita de cancer consistiram em importante

critério de exclusio devido a contra-inidicagao de uso de células tronco.

Intervencéao

Os pacientes, acompanhamentos ambulatorialmente, foram submetidos a
avaliacdo clinica e laboratorial periodicamente, incluindo os exames preé-cirurgicos.
Para o diagndstico, os pacientes foram também submetidos a ultrassonografia de
aparelho urinario e de préstata, uretrocistoscopia (ética 30°, cistoscopio 19fr,

acoplado em camera Storz) e estudo urodindmico composto por urofluxometria
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inicial, cistometria diferencial e estudo de fluxo presséao realizados em equipamento
de urodinamica Dynapack MPX 816.

A coleta de tecido adiposo para a extragao das CTM foi realizada na face
interna da coxa direita e esquerda por meio de lipoaspiracdo. Os procedimentos
foram realizados por médico especialista em cirurgia plastica em regime
ambulatorial. Para a coleta fez-se a assepsia com clorexidina aquosa a 4% e
colocacao de campos estéreis. Em seguida, procedeu-se anestesia com 125 mL de
solugdo anestésica (lidocaina 20% sem adrenalina, soro fisiologico 0,9% e
bicarbonato de sédio 8,4%) para promover a lipodistencdo do tecido. Em seguida,
com o auxilio de uma canula de lipoaspiragéo (3 mm) fez-se a retirada de 200 mL de
solugcdo. O material foi acondicionado em frasco estéril contendo solugdo tampao
fosfato (PBS) com 1% de antibidtico/antimicético
(estreptomicina/penicilina/anfotericina B, Sigma®, Lote 097M4875V). O material foi
transportado para o Centro de Estudos em Células Tronco, Terapia Celular e
Genética Toxicologica (CeTroGen). A extragcdo, o cultivo, a expansédo e a
caracterizagdo das células foram realizadas segundo Pesarini et al. (2018) com
adaptacdes (Material Suplementar_1).

Apos 60 dias, as células foram tripsinizadas, lavadas a exaustdao com PBS e
transplantadas por meio de uretrocistoscopia em regime ambulatorial sob anestesia
local, via ureteral. Foram utilizados 20 g de lidocaina em gel a 2%.

Cada paciente recebeu dois transplantes com 2 x 10° células-tronco
mesenquimais com intervalo de 30 dias. O transplante foi realizado por meio de
injecao intravesical com agulha cistoscopica (20 Gauge) em cinco pontos do corpo
da bexiga acima do trigono vesical.

Os pacientes foram acompanhados clinicamente durante e apds o transplante
para verificagdo de possiveis intercorréncias incluindo exames laboratoriais (Material

Suplementar_2).
Analise de Dados
Os dados do estudo de urofluxometria foram usados para descrever a

eficacia do tratamento. Os dados analisados incluem o volume urinado, o residuo e

a eficiéncia de esvaziamento miccional antes e depois do tratamento com TC. O
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calculo foi feito usando a seguinte férmula: Eficiéncia de esvazeamento miccional =

(Volume urinado / (Volume urinado + Residuo)) x 100%.

Resultados

A idade dos pacientes variou entre 53 e 74 anos, com uma idade média de 66
anos. A etiologia incluiu 3 pacientes (33,3%) com hiperplasia prostatica benigna, 2
pacientes (22,2%) com Diabetes mellitus, 1 paciente (11,1%) com estenose da
uretra e 3 pacientes (33,3%) idiopaticos. As comorbidades incluiram 2 pacientes
(22,2%) com Diabetes mellitus e 7 pacientes (77,7%) com hipertensdo arterial
sistémica. Todos dos pacientes (100%) usavam cateterismo intermitente limpo para
fazer o esvaziamento vesical (Tabela 1). Nenhum efeito adverso grave relacionado
com o transplante de CTMta foi observado. Os eventos adversos relacionados a
coleta de gordura e a injeg&o intravesical estdo listados na Tabela 2. Os eventos
adversos observados para a injegao intravesical ja foram observados em outros
procedimentos realizados pelo grupo que nao envolvia o transplante de CTMta. Cita-

se, por exemplo, a administragao de toxina botulinica (dados ndo apresentados).

Tabela 1. Dados demograficos dos pacientes

Total

Pacientes 9
Média de idade + EPM 65,66+2,49
Etiologia

Hiperplasia prostatica benigna 3/9 (33,3%)

Diabetes mellitus 2/9 (22,2%)

Estenose Uretra 1/9 (11,1%)

Idiopatico 3/9 (33,3%)
Comorbidade

Diabetes mellitus 2/9 (22,2%)

Hipertensao arterial sistémica 719 (77,7%)

Ausente 2/9 (22,2%)

Esvaziamento vesical
Cateterismo intermitente limpo 9/9 (100%)
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Tabela 2. Efeitos adversos

Evento relacionado ao procedimento Numero de pacientes

Relacionadas a coleta gordura

Equimose 4

Edema 1

Dor 3
Relacionadas a Injegao intravesical

Infecgao urinaria 2

Hematuria 1

Disuria 1

Urofluxometria

No exame de urofluxometria observou-se aumentou (p < 0,05) do fluxo
maximo e do fluxo médio dos pacientes apds 60 dias do ultimo transplante. A média
do fluxo maximo inicial foi era de 7,22 + 1,58 e apods a terapia passou a 13,56 + 1,17
(Figura 1A). Ja o fluxo médio inicial era de 3,44 + 0,74 antes da terapia e passou a
5,89 £ 0,45 apos o transplante (Figura 1B). De acordo com Reynard et al. (1998), o
fluxo maximo normal é acima de 15 mL/s e pacientes com fluxo maximo abaixo de
10 mL/s apresentam disfungdo miccional (alteracdo de jato urinario). Uma analise
mais especifica demonstrou que antes da terapia os pacientes 1-5, 7 e 8 possuiam
fluxo maximo < 10 mL/s. Os pacientes 6 e 9 eram limitrofes. Apos a TC, os
pacientes 4, 6 e 9 atingiram valores de normalidade (> 15 mL/s). Os pacientes 1-3,
5, 7 e 8 aumentaram o fluxo maximo. A variagao percentual de aumento do fluxo
maximo foi entre 0% a 900% (Figura 1E).

A avaliagdo do volume urinado antes e apos a terapia aumentou (p < 0,05). A
meédia inicial do volume urinado era de 183,67 + 49,28 e passou a 304,78 + 40,42
apo6s a intervengdo (Figura 1C). Todos os pacientes, exceto o paciente 7,
apresentaram aumento do volume urinado apés a TC. O maior percentual de
aumento do volume urinado foi de 17.600%, no paciente 2. O paciente 7, o unico
que nao apresentou aumento, na realidade, apresentou uma redugao de 28% do
volume urinado (Figura 1E).

Todos os pacientes apresentaram reducéo (p < 0,05) do volume residual de

urina. O volume médio de residuo antes da terapia celular era de 420,00 £ 191,41 e
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apos passou a 118,33 + 85,51 (Figura 1D). O menor percentual de redugdo do
volume residual foi de 44% e o maior foi de 98% (Figura 1E). De acordo com
D'Ancona et al. (2019), o volume residual deve ser < 50 mL. Numa analise mais
detalhada observou-se que inicialmente somente os pacientes 7 e 8 possuiam um
volume residual normal. Todos os outros pacientes possuiam volume residual > 50
mL. Apdés a TC, somente os pacientes 2 e 5 ndo atingiram os parametros de
normalidade. No entanto, o paciente 2 teve uma reducéo do volume residual de 56%

e o paciente 5 de 79% (Figura 1E).
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Figura 1. Valores Médios * Erro Padrdo da Média obtidos a partir do exame de urofluxometria
dos pacientes antes e 60 dias apds o transplante de células-tronco mesenquimais. A - Fluxo maximo;

B - Fluxo médio; C - Volume urinado; D — Volume residual; E - Fluxo maximo antes e apds a
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intervencao, variagdo percentual do fluxo maximo urinado, fluxo médio antes e apds a intervengéo,
variagdo percentual do fluxo médio urinado, volume urinado absoluto antes e apés a intervencao,
variagdo percentual do volume urinado, volume residual absoluto antes e apds a intervencgéo,
variagao percentual do volume residual. Pac - Paciente; % - variagdo de percentual (Estatistica: t-
Student Pariado, p < 0,05).

A eficiéncia de esvaziamento miccional antes e apds o tratamento com a
terapia melhorou em todos os pacientes. Apds o TC, oito pacientes ficaram com um

percentual acima de 85% (Figura 2).
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Figura 2. Percentual da Eficiéncia de esvaziamento miccional antes e ap6s a intervengao da TC.

Cistometria

A CCM antes e ap0s a terapia celular ndo apresentou diferengas significativas
(Figura 3A). No exame de cistometria verificou-se que a capacidade cistométrica
maxima aumentou para os pacientes 1, 7-9 e reduziu para os pacientes 2-6. A
variagao percentual da capacidade cistométrica maxima foi de -31% a 11%. De
acordo com D'Ancona et al. (2019), a capacidade cistométrica maxima deve estar
entre 350 a 500 mL. Inicialmente, o paciente 1 apresentou valor inferior a referéncia
e 0s pacientes 2 e 5 valores superiores. Apdés a terapia celular o paciente 1
aumentou a CCM. No entanto, ndo entrou dentro do intervalo de normalidade. O

paciente 2 reduziu a CCM. Mas, também nao entrou dentro do intervalo de
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normalidade. Ja o paciente 5 teve reducdo da CCM e foi enquadrado dentro dos
valores de referéncia (Figura 3C).

As perdas urinarias eram frequentes em 33,33% dos pacientes antes da TC.
Apos a terapia nenhum paciente apresentou perdas urinarias. A HD nao foi
observada em nenhum paciente inicialmente. Apds a terapia, somente o paciente 8
(11,11%) apresentou contragdo ndo inibida do detrusor durante a avaliacéo (Figura
3C). A complacéncia média nao diferiu (p = 0,05) antes e apés a TC (Figura 3B).
Esse parametro aumentou nos pacientes 1, 4, 5, 7-9; e a variagao percentual
minima foi de 11% e a maior foi de 127%. Ja os pacientes 2, 3 e 6 apresentaram
reducdo da complacéncia e a menor variacado percentual foi de 11% e a maior de
52% (Figura 3C).
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Figura 3 — Valores médios * erro padrdao da média da capacidade cistométrica maxima, perdas
urinarias, HD e complacéncia obtidos a partir do exame de cistometria diferencial dos pacientes antes
e 60 dias apds o transplante de CTM. Pac — Paciente; CCM — capacidade cistométrica maxima antes

e apos a intervencao; % — variagéo percentual (Estatistica: t-Student Pareado, p < 0,05). H,O

Estudo fluxo Pressao
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O exame de fluxo pressdo demonstrou que o fluxo maximo aumentou (p <
0,05) se comparados os pacientes antes e apos a terapia com as CTM. O fluxo
maximo médio inicial era de 4,78 £ 0,76 antes da terapia celular. Apds o transplante
o fluxo maximo passou a 11,56 £+ 1,67 (Figura 4A). Segundo Ahmed et al. (2016), o
fluxo maximo, na avaliagcéo de fluxo pressao, deve ser > 15 mL/s. Inicialmente, todos
0s pacientes possuiam fluxo maximo inferior ao desejado. Apos a TC somente os
pacientes 4 e 9 atingiram os parametros de normalidade. No entanto, os demais
pacientes tiveram melhoras que variaram de 13 a 267% (Figura 4E).

A média da presséo detrusora maxima aumentou (p < 0,05) apés a TC (Figura
4B). Os valores médios iniciais da press&o detrusora maxima era de 20,22 + 8,29 e
passou a 41,56 + 5,75. A variagao do percentual de aumento variou de 32 a 683%.
Zerati Filho; Nardoza Junior; Reis, (2010), a pressdo detrusora maxima normal é
acima de 30 cm/H;O). Antes da TC todos os pacientes estavam abaixo da
normalidade e apds o tratamento 100% dos pacientes foram enquadrados dentro da
normalidade (Figura 4E).

Todos os pacientes apresentaram aumento (p < 0,05) do volume urinado. A
meédia inicial era de 244,00 £ 27,60 e apos a TC o volume médio passou a 418,89 +
32,73 (Figura 4C). A variagdo do percentual de aumento foi de 4 a 555% (Figura
4E).

O BCI aumentou (p < 0,05) se comparados os pacientes antes e apos o
transplante de CTM. O BCI médio inicial era 44,33 = 4,85 antes da terapia celular.
Apoés o transplante de CTM o BCI atingiu 100,56 + 8,89 (Figura 4D). Segundo
D'Ancona et al. (2019), o BCI desejado é acima de 100. Inicialmente, todos os
pacientes possuiam BCIl abaixo do desejado. Apés a TC os pacientes 4, 7 e 9
atingiram valores normais. Os demais pacientes, apesar de nao terem atingido o
valor de referéncia, apresentaram melhoras no BCI que variaram de 64 a 291%
(Figura 4E).
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Figura 4. Valores Médios + Erro Padrdo da Média obtidos no Estudo Fluxo pressdo dos pacientes

antes e 60 dias apds o transplante de CTM. A - Fluxo maximo; B - Pressdo detrusora maxima; C -

Volume Urinado; D - Indice de Contratilidade Vesical (BCI); E - Fluxo maximo, variagao percentual de

aumento do volume urinado, Pressao Detrusora Maxima, variagao percentual de aumento do volume

urinado, Volume Urinado, variagdo percentual

de aumento do volume urinado,

Indice de

Contratilidade Vesical (BCI). Pac — Paciente; % - Variagdo percentual; BCI — indice de Contratilidade

Vesical (Estatistica: t-Student Pareado, p < 0,05).
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O escore obtido no ICIQ-SF (International Consultatiion on Incontinence
Questionaire — Short-Form) diminuiu (p < 0,05) se comparados os pacientes antes e
apos 6 meses e 12 meses do transplante de CTM. O ICIQ-SF médio inicial, antes da
TC, era 11,44 + 1,43. Apbs 6 meses do transplante de CTM passou a 3,77 £ 0,80 e
apos 12 meses atingiu 2,44 + 0,56 (Figura 5).

ICIQ-SF

Inicial 6 meses 12 meses

Figura 4. Valores Médios + Erro Padrdo da Média do escore do International Consultatiion on
Incontinence Questionaire — Short-Form (ICIQ-SF) obtidos na avaliagao clinica antes da realizagéo do
estudo urodindmico (pré TC), 6 e 12 meses apds o transplante de CTM (Estatistica: t-Student
Pariado, p < 0,05).

Discussao

A HD é uma doenga que ainda ndo possui tratamento padrdo-ouro na
medicina convencional. Nés demonstramos que a TC, com CTMta, pode tratar essa
doenca eficientemente visto que ela foi capaz de aumentar o fluxo maximo, o fluxo
médio e o volume urinado bem como reduzir o volume residual no exame de
urofluxometria, além de melhorar a eficiéncia do esvaziamento miccional. A TC ainda
foi capaz de aumentar o fluxo maximo, a pressdo detrusora maxima, o volume
urinado e o BCI no estudo fluxo pressdo. Esse é o primeiro relato que demonstra
que o transplante de CTMta pode trazer esses beneficios para pacientes com

diagndstico de HD.
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A literatura consultada possui apenas um relato de caso e um estudo do
tratamento de bexiga hipoativa com célula-tronco. Esses dados foram produzidos
pelo mesmo grupo de pesquisa (Levanovich et al., 2015; Gilleran et al., 2021). O
relato de caso foi realizado com apenas um paciente e as células-tronco tinham
origem muscular. Os resultados indicaram redugdo da capacidade cistométrica e o
paciente adquiriu a capacidade de urinar pequenos volumes. Mas, o paciente
permaneceu dependente de cateterismo sendo o acompanhamento feito até um ano
apos o transplante. O segundo estudo, que utilizou células derivadas do musculo
autdlogo, relata uma melhora em 83% dos pacientes estudados, embora apenas
69% deixaram de fazer uso do cateter intermitente. Além disso, nos dois estudos a
terapéutica foi considerada segura visto que ndo houve nenhum efeito adverso
incluindo auséncia de hematuria, urgéncias uroldgicas e infecgdes (Levanovich et
al., 2015; Gilleran et al., 2021). Ainda sobre esses estudos € importante relatar que
apesar de serem produzidos pelo mesmo grupo de pesquisadores ndo ha uma
padronizagao na nomenclatura do tipo de célula que foi usada. No entanto, nos dois
estudos as células foram adquiridas da empresa Cook MyoSite. No site da referida
empresa a célula & descrita como mioblasto de musculo esquelético humano
(Human Skeletal Muscle Myoblasts). Mas em outros locais o site também descreve
as ceélulas como células musculares humanas primarias nao diferenciadas,
semelhantes a mioblastos (myoblast-like, non-differentiated primary human muscle
cells), de um unico doador (Cook, 2022). Diante do exposto, ainda permanece a
duvida de qual o nivel de diferenciagdo a célula utilizada estava. No entanto,
supdem-se que sejam células de origem mesenquimal. Mas, que ja esta
comprometidas com rota de diferenciagdo muscular.

A presente pesquisa utilizou o tecido adiposo como fonte para extracao de
células-tronco mesenquimais. Essa € uma fonte de facil acesso e que possui um
maior pool de células-tronco (MAZINI et al., 2019) o que facilita a extracdo, o
isolamento e a produgdo da quantidade de células desejaveis para o transplante.
Além disso, utilizamos dois transplantes, com intervalo de 30 dias, com 2 x 10°
células/transplante. Diferentemente, Levanovich et al. (2015) utilizou 250 x 10°
células em transplante Unico. Ja Gilleran et al. (2021) utilizou 125 x 10° no primeiro
transplante e em alguns casos um segundo transplante de 125 X108, ap6s 8 meses
da primeira aplicagdo. Os nossos resultados foram muito satisfatérios o que sugere

que a quantidade de células usada e o espago de tempo entre os dois transplantes
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foi adequado e devem ser considerados em outros estudos que validardo essa
terapia. Salientamos ainda que a quantidade de células utilizadas nesse estudo €&
bem menor do que foi proposto por Levanovich et al. (2015) e Gilleran et al. (2021).
Nos utilizamos 62,5x menos células do que os outros autores e obtivemos
resultados superiores. Nos acreditamos que a superioridade dos nossos resultados
se deve ao fato de termos utilizamos células-tronco mesenquimais que s&o células
multipotentes (KALRA; TOMAR, 2014; WAGERS; WEISSMAN, 2004). Ja
Levanovich et al. (2015) e Gilleran et al. (2021) utilizaram células de origem
mesenquimais. Mas, que ja estavam comprometidas com a rota de diferenciagao
muscular. Portanto, células unipotentes (ARCHACKA et al., 2021; ORBAY; TOBITA;
MIZUNO, 2012). Essas células possuem capacidade de produzir fatores de
crescimento especificos para a produgao de células musculares. As células satélites
que geralmente estdo quiescentes, entre o sarcolema da miofrila e a [damina basal
sao estimuladas a proliferacido e diferenciacdo em mioblastos. Além disso, essa
células unipotentes ainda podem se integrar ao tecido fazendo transdiferenciagéao
(ARCHACKA et al., 2021). Essas duas vias podem levar a regeneracgéao tecidual. As
CTM, por sua vez, podem fazer regeneragdo por transdiferenciagdo, ou seja,
aderem ao tecido lesionado e se diferenciam nas células daquele 6rgéo (Little et al.,
2018) (no caso a bexiga). Esse fato pode ocorrer porque o proprio tecido lesionado
produz fatores de crescimento e fatores diferenciadores que induzem as CTM a se
transformarem no tecido do érgéo que necessita da regeneracgao (LIU et al., 2016).
Outro efeito importante, e que suplanta a capacidade das células derivadas do
musculo (utilizadas pelos outros estudos), é a agédo paracrina. Essa se da quando as
CTM migram até o local da lesdo e produzem fatores reparadores enddgenos,
fatores anti-inflamatérios e antiapoptéticos que auxiliam na recuperacdo do
orgao/tecido lesionado. Porém, sem se integrarem a matriz tecidual do 6rgéo
lesionado (LIU et al., 2016).

Outro fato que chama atencao na comparacdo do nosso estudo com o de
Gilleran et al. (2021) € o numero de pacientes avaliados. Nosso estudo iniciou-se e
terminou com nove pacientes. Ja o estudo Gilleran et al. (2021) iniciou-se com vinte
pacientes e terminou com nove. No artigo, ndo ha relato sobre o real motivo da
desisténcia dos pacientes em participar da pesquisa. Essa informagao seria de
grande importancia para validar os resultados apresentados. No nosso estudo

tivemos a permanéncia de 100% dos pacientes no protocolo porque os resultados
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eram significativos no dia a dia do paciente e, portanto, eles estavam motivados a
continuar o tratamento. Outro fato a considerar que Gilleran et al. (2021), ao final do
estudo, teve apenas um paciente com eficiéncia de esvaziamento miccional acima
de 80%, trés pacientes entre 40 e 60% e cinco pacientes abaixo de 20%. Os nossos
resultados apresentam eficiéncia superior visto que oito pacientes apresentaram
eficiéncia de esvaziamento miccional superior a 85% e apenas um paciente ficou
entre 40 e 60%. Esses fatos nos permitem considerar que a quantidade de células
nao foi um fator preponderante para a obtencdo dos resultados visto que usamos
uma menor quantidade (62,5x menos células). No entanto, o tipo celular (como
discutido no paragrafo anterior), o tempo, o intervalo entre os dois transplantes,
podem ser importantes diferenciais visto que aumentamos a eficiéncia da TC nessas
condicdes. A reducado do numero de células transplantadas € um fator crucial para
reduzir os custos do tratamento e, portanto, precisa ser considerado. Outro fato
importante é a fonte das células. Nossos resultados foram superiores com células
derivadas do tecido adiposo. Diante, do exposto sugerimos que a melhor fonte
sejam as células-tronco mesenquimais do tecido adiposo, mesmo observando todas
as diferencas de delineamento experimental, e que o tempo entre os transplantes
deva ser de 30 dias e ndo os 8 meses propostos por Gilleran et al. (2021).
Destacamos ainda que nossos pacientes foram acompanhados por 12 meses
e nao apresentaram efeitos adversos e nem a ocorréncia de hematurias, urgéncias
miccionais e/ou infecgdo. Assim, consideramos a terapéutica segura o que é
corroborado por Levanovich et al. (2015). No entanto, em média, a capacidade
cistométrica maxima nao reduziu apos a terapia celular. Segundo Levanovich et al.
(2015) a capacidade cistométrica maxima reduz apés a terapia. Nossos resultados
indicam que esse fato sé ocorreu em 55,55% dos pacientes. Assim, sugerimos que
esse parametro ndo é o mais adequado para se avaliar o efeito da terapia na
hipoatividade detrusora. Nés destacamos ainda que s&o parametros importantes o
aumento do fluxo maximo, do fluxo médio e do volume urinado que ocorreu em
88,89% dos pacientes no exame de urofluxometria. Porém é ainda mais importante
a reducado do volume residual que ocorreu em 100% dos pacientes. Destacamos
ainda que 77,78% dos pacientes apds a teria apresentavam residuo < 50 mL o que é
considerado normal (D'’ANCONA et al., 2019). Apenas dois pacientes permaneceram
com residuo maior do que > 50 mL. No entanto, esses dois pacientes apresentaram

importante redugcdo da ordem de 56 e 79%. Um dos pacientes possui volume
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residual de 1.800 mL e apds a terapia o volume passou a 800 mL. O outro possuia
volume residual de 360 mL e passou a 80 mL. Esses valores sdo expressivos
mesmos o0s pacientes n&o tendo atingido os parametros normais.

Sugerimos ainda que os parametros, obtidos no estudo de fluxo pressao, de
fluxo maximo, volume urinario, pressdo maxima detrusora e BCI sejam importantes
para avaliar os efeitos da terapia celular. Em nossos pacientes todos esses valores
foram aumentados em 100, 100, 88,89 e 100% dos pacientes, respectivamente, o
que confirma o efeito da terapia.

Esses resultados quantitativos sdo corroborados pela reducao de 67,54% do
escore do ICIQ-SF apds 6 meses de avaliagao e de 78,60% apds 12 meses. Esse é
um importante questionario de qualidade de vida condicdo-especifico para
incontinéncia urinaria (Avery; Donavan; Abrams, 2001). O alto escore antes da
terapia celular, somado aos relatos dos pacientes, demonstravam que eles nao
possuiam a qualidade de vida desejada e que inclusive limitavam suas rotinas
devido a disfungdo miccional. Apds a terapia celular todos os pacientes relataram
melhora significativa em sua qualidade de vida e inclusive retornaram as atividades
de rotina que estavam interrompidas.

Todos os pacientes mantiveram acompanhamento clinico com consultas
clinicas perioddicas, realizacdo de diario miccional e exames laboratoriais. Em
nenhum momento, nenhum paciente relatou nenhuma intercorréncia e mesmo apos
12 meses da TC, 77,78% dos pacientes ndo fazem mais uso de cateterismo
intermitente limpo e 22,22% passaram de cinco para dois cateterismos diarios. Os
exames bioquimicos n&o indicam nenhuma alteragdo da fungao renal (dados né&o
mostrados).

Frente ao exposto, consideramos que esse estudo € inédito e pioneiro, e
propde-se que a TC com CTM seja uma nova e segura opgao terapéutica para o
tratamento da hipoatividade detrusora.
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SUPLEMENTO 1
Extracao:

O lipoaspirado foi centrifugado por 10 minutos a 2000 rpm. Aspirou-se a
solugao tampéao fosfato (PBS) restando apenas o tecido adiposo. Os frascos foram
preenchidos com PBS e procedeu-se uma nova centrifugagdo como descrito
anteriormente. Esse processo foi repetido por mais duas vezes. Ao tecido adiposo
foi adicionado uma solugédo de Colagenase do tipo | diluida em PBS. Incubou-se por
30 minutos a 37°C. com homogeneizagédo a cada 5 minutos. A atividade da enzima
foi neutralizada com DMEM (Meio de Cultura Eagle Dulbecco Modificado baixa
glicose - Sigma®) contendo 10% de soro fetal bovino (Gibco Life Technologies).
Fez-se uma nova centrifugagcdo por 10 minutos a 2000 rpm. Na sequéncia o
sobrenadante foi desprezado. Ao pellet foi adicionado 10ml de solugao de lise de
hemacias, homogeneizou-se e incubou-se por 5 minutos. Procedeu-se uma nova
centrifugagédo por 10 minutos a 1600 rpm. Desprezou-se o sobrenadante e o pellet
foi ressuspenso em 3ml de meio de cultura - DMEN suplementado com 10% de soro
bovino fetal e semeados em um poc¢o de uma placa de cultura de 6 pocgos. A cultura
foi realizada em incubadora a 37°C e 5% de CO,. Apds 24 horas o meio de cultura

foi trocado.
Cultivo

A cultura de células-tronco mesenquimais foi mantida em meio de cultura
DMEN baixa glicose suplementado com 10% de soro bovino fetal a 37°C com 5% de
CO,. O meio de cultura foi trocado a cada 72 horas. Apos atingir aproximadamente
80% de confluéncia, as células foram lavadas trés vezes com PBS. Em seguida,
acrescentou-se 0,5ml de tripsina (0,025%) e esperou-se o despendimento das
células (tempo maximo de 3 minutos). A tripsina foi inativada com 1mL de DMEM
suplementado. A solucdo contendo as células foi transferida para um tubo cdnico de
15mL e centrifugada por 5 minutos a 1.200 rpm. O sobrenadante foi descartado e as
células foram homogeneizadas em 5mL de DMEM suplementado. Na sequéncia
semeou-se as células em garrafa de 25 cm?. O cultivo foi realizado da mesma forma

ja descrita. Quando o frasco atingiu confluéncia de 80% as células foram lavadas
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com PBS, tripsinizadas e semeadas em duas garrafas de 75cm?. Soltou-se a
células do frasco com auxilio de tripsina e apés uma amostra de 10uL de solugao
contendo as células tronco foi colocada em um microtudo para contagem e analise
da viabilidade celular por azul de tripan (1:1). Esse processo foi repetido até obter

2.10° de células-tronco mesenquimais.
Transplante

Quando o volume celular atingiu 2.10°%, as células foram lavadas trés vezes
com PBS. Em seguida, 1ml de tripsina, na concentragao de 0,25%, foi adicionada no
frasco de cultivo e incubado por 3 minutos. A atividade da enzima foi inativa com 2
ml de meio de cultura DMEN suplementado com 10% de soro bovino fetal. Em
seguida, as células foram transferidas para um tubo cénico de 15ml. Fez-se a
centrifugagédo do tubo conico por 5 minutos a 1200 rpm. Na sequéncia, com auxilio
de uma pipeta de Pasteur, aspirou-se o sobrenadante. O pellet celular foi
ressuspenso em PBS. Fez-se a centrifugagdo por 5 minutos a 1200 rpm. Esse
processo foi repetido por mais duas vezes. O pellet foi ressuspenso em 5ml de soro
fisiologico estéril e colocados em uma seringa de 10 ml. O material foi encaminhado
para o Ambulatério de Urologia para o transplante.
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SUPLEMENTO 2

Os individuos foram submetidos ao procedimento de uretrocistoscopia, com o
transplante intravesical de células-tronco mesenquimais, em regime ambulatorial.
Apd6s o procedimento os individuos permaneceram em observagdo na sala de
procedimento, em decubito dorsal com cabeceira elevada a 45 graus por 60 minutos
aos cuidados da equipe médica e de enfermagem.

Os sinais vitais (presséo arterial, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria,
temperatura axilar e saturagdo de oxigénio) foram aferidos pela equipe de
enfermagem durante o periodo de permanéncia na unidade de saude. Os pacientes
receberam hidratacdo via oral e durante o periodo foram avaliados quanto a
sintomas miccionais de dor, sangramento e desconforto miccional.

Ao final desse periodo, os individuos receberam alta com orientagdo quanto
as possiveis complicagdes relacionadas ao procedimento de uretrocistoscopia e do
transplante intravesical de células-tronco mesenquimais. Os pacientes foram
submetidos a um protocolo de profilaxia com antibioticoterapia. Apds a alta os
individuos receberam o medicamento Levofloxacino 500mg e foram orientados a
tomar o medicamento 1 vez ao dia por 3 dias consecutivos € no mesmo horario. Se
necessarios foram orientados a analgesia com paracetamol 500mg via oral de 6/6
horas em caso de dor.

Os pacientes retornaram no ambulatorio de Urologia para avaliagdo médica a
cada 15 dias nos primeiros 2 meses e mensalmente do segundo ao sexto més. Os
pacientes foram submetidos a exames laboratoriais (hemograma completo, uréia,
creatinina, sédio, potassio, glicose, urina tipo 1 e cultura de urina) 15 dias apés a
realizacdo do primeiro e do segundo transplante e a cada 60 dias do segundo ao

sexto més pos transplante.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Demonstramos pioneiramente que a terapia celular, com células tronco
mesenquimais, pode tratar a hipoatividade detrusora visto que ela foi capaz de
aumentar o fluxo maximo, o fluxo médio e o volume urinado bem como reduzir o
volume residual no estudo urofluxometria. A terapia celular ainda foi capaz de
aumentar o fluxo maximo, a pressao detrusora maxima, o volume urinado e o BCI no
estudo fluxo pressdao. Os pacientes ndo apresentaram nenhuma intercorréncia.
Frente ao exposto, sugere-se que a terapia com células-tronco mesenquimais seja

uma nova e segura opg¢ao terapéutica para o tratamento da hipoatividade detrusora.
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INTRODUGAD

Ma ratina clinica frente a lomada de decisdo frenle a pacientas com hipocontratilidade detrusora cujo o
ratamento consisle apenas am méltodos de esvaziamenio vasical através de cateterismo intermitenta limpo
(CIL) & mesmo na necessidade de enterocistoplastia de aumento da capacidade vesical, mas
permanacendo a necassidade do CIL, causa grande translomo e diminuigao imporiante a qualidade de vida
a es553 populagdo acomelida. Fazem-se necessarias novas pesguisas no tratamento dessa condicao
patoldgica &0 prevalente e sem tratamento eficaz.

O projeto vem de encontro & consolidagio de linha de pesquisa em lerapia celular e engenharia tecidual
permitindo o desenvalvimento de nova linha de aluagio em pacientas com faléncia a misculo detrusor
vasical utiizando células-tronco mesanquimais autdlogas. Pretende-se encontrar um modo de recuparara
fungdo da bexiga @ melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

O modele & de facil realizacio, baixo cuslo e permilird a oblencdo rapida de resullados pela lambém
simplicidade dos testes de avaliacio a serem realizados. Podera ser realizado na UFMS, ha disponibilidade

de pacienies, ha possibilidade de envolvimenio de académicos e por este moliva
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B — Comprovante de Registo do REBEC ( Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos )

ui, 27 de mai. 35 23:35

n ReBEC <sistema rebec@icict fiocruzors )
Para: henriquercoelho@yahoo.com.br, ReBEC

Prezado Registrante,

Temos o prazer de informar que seu estudo foi publicado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC). Agradecemos por seu registro & colaboracdo e, desde j8, nos colocamos & disposicéo para esclarecer
quaisquer dividas que possam surglr, seja em caso de atualizacdo do registro ou, até mesmo, uma nova submissdo. Por favor, néo hesita em contactar-nos. Cordialments, ReBEC Staff - ReBEC/ICICTILIS Av. Brasil 4036
- Maré - sala 807 Rio de Janeiro RJ CEP: 21040-360 Tel: +55(21)3882-9227

Acesso: hitps:/lensaioschinicos. govbr/rg/RER-10bk2qbb

Daar Registrant,

W are pleased to inform you that your study registered on the Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC) has bean published. The ReBEC staff thank you for your subscription and, we are at your entire disposal to
clarify any questions that my arise andlor in the event you need to update records or even a new submission. Please do not hesitate in contacting us in case of any doubt. Sincerely, ReBEC Staff - ReBEC/CICTILIS Av.
Brasil 4036 - Waré - sala 807 Rio de Janeiro RJ CEP: 21040-360 Tel: +55(21)3882-9227 www ansalosclinicos. govbr

Link: hitps://znsaiosclinicos. gov.brirgRBR-10bk2ghb

Esfimado Solicitante de regisiro,

Tenemos el agrado de informar que su estudio fue publicado en el Registro Brasilefio de Ensayos Clinicos (Rebec). Gracias por su registro y colaboracion y, a partir de ahora, nos ponemos a su disposicidn para responder
a cualquier pregunta que pueda surgir, ya sea en el caso de [ actualizacion del registro o incluso un nuevo envio. Por favor, no dude en ponerse en contacto con nosotros. Atentaments, ReBEC Staff - ReBECACICTILIS
Av. Brasil 4036 - Maré - sala 807 Rio de Janeiro RJ CEP: 21040-360 Tel: +55(21)3882-9227 www.ensaiosclinicos gov.br

Acesso: hitps:/lensaioschinicos. gov brirg/RBR-10bk2qbb
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C — Comprovante de Registro no ISRCTN registry ( International Standard
Randomised Controlled Trial Number )

ISRCTN st Search Q

View all studies Why register? Register your study Update your record Report your results

ISRCTN23909298  https://doi.org/10.1186/ISRCTN23909398 [ £] |
Effect of stem cells on hypoactive bladder

Condition category Prospective/Retrospective

Retrospect

registered

Date applied Overall trial status
13/03/2021 Completed

Date assigned Recruitment status
15/03/2021 No longer recruiting
Last edited

15/03/2021

Plain English Summary

Background and study aims

An underactive bladder (also known as detrusor hypocontractility or hypocontractile bladder) is a bladder which has a
contraction of reduced strength and/or reduced duration, resulting in slow bladder emptying or an inability to completely

empty. There are several causes for this condition, including old age, drugs, medical activity, neurogenic causes (stroke,

multiple sclerosis, Parkinson's disease, spinal cord injury), obstruction, diabetes and infectious diseases of the nervous

system (AIDS, syphilis and Guillan-Barre Syndrome). Prograrmmed urination, double urination, al-blockers and occasional

self-catheterization are typical conservative treatment options. The

aim of this study is to evaluate the effect of

mesenchymal stem cells in patients with detrusor hypocontractility.

Who can participate?

Patients with detrusor hypocontractility
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The American Journal of Medicine

MESENCHYMAL STEM CELL THERAPY REVERSES DETRUSOR HYPOACTIVITY
IN A CHRONIC KIDNEY PATIENT

--Manuscript Draft--

Manuscript Number:
Article Type: Clinical Communication to the Editor
Comesponding Author: Rodrigo Juliano Oliveira

BRAZIL
First Author: Henrique Rodrigues Scherer Coelho
Order of Authors: Henrique Rodrigues Scherer Coelho

Silvia Cordeire das Neves
Jovino da Silva Menszes
Andreia Conceigio Milan Brochado Antoniol

Rodrigo Juliano Oliveira

“This is an automated message.”

Journal: The American Journal of Medicing

Title: MESENCHYMAL STEM CELL THERAPY REVERSES DETRUSOR HYPOACTIVITY IN A CHRONIC KIDNEY PATIENT

Corresponding Author: Dr. Redrigo Juliano Oliveira

Co-Authors: Henrigue Rodrigues Scherer Coelho; Silvia Cordeire das Neves; Jovino da Silva Menezes; Andreia Conceig3c Milan Brochado Antoniolli-Silva

Manuscriot Number:

Dear Silvia Cordeiro das Neves,

The corresponding author Dr. Rodrigo Juliano Oliveira has listed you as a contributing author of the following submission via Elsevier's online submission system for The American Journal of Medicine
Submission Title: MESENCHYMAL STEM CELL THERAPY REVERSES DETRUSOR HYPOACTIVITY IN A CHRONIC KIDNEY PATIENT

Elsevier asks all authors to verify their co-authorship by confirming agreement to publish this article if it is accepted for publication

Please read the following statement and confirm your agreement by clicking on this link: ps://www. editonalmanager. convajmi asp?i=351336&I=EV4IFLEM

1 irrevocably autnorize and grant my full consent to the cormesponding author of the manuscript to: (1) enter into an exclusive publishing agreement with Elsevier on my behalf (o, if the article is to be published under a CC BY license, a non-exciusive
publishing agreement), in the relevant form set out at www elsevier com/copyright ; and (2) unless | am a US government employee, to transfer my copyright or grant an exclusive license of rights (or for CC BY articles a non-exclusive license of rights) fo
Elsevier as part of that publishing agreement , effective on acceptance of the article for publication. If the arficle is a work made for hire, | am authorized to confirm this on behalf of my employer. | agree that the copyright status selected by the
corresponding auther for the article if it is accepted for publication shall apply and that this agreement is subject fo the governing law of the country in which the journal owner is located.

If you did net co-author this submission, please contact the correspending author directly at rodrigo.oliveira@ufms.br.

Thank you,
The American Journal of Medicine

WMore information and support
FAQ: What is copyright co-author verification?
https fiservice elsevier. op) tailla_id/28460/support shing/
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