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RESUMO

Dados estatisticos apontam AVE como a segunda maior causa de morte e
primeira causa de incapacidade dentre todas as demais doencas no mundo. O
AVE isquémico (AVEI) é responséavel por cerca de 87% de incidéncia dos casos
de acidentes vasculares encefalicos. No curso isquémico, a inflamacéao atua na
contencao do infarto ocasionado pelo AVEI, e em contrapartida a intensidade da
resposta inflamatéria influencia na neurodegeneracdo e consequentemente na
perda funcional. A terapia celular aut6loga, com células mononucleares da
medula Ossea, promove modulacdo na neuroinflamacédo, sendo oportuna
durante um evento isquémico para diminuicdo de perda tecidual e funcional. No
presente trabalho, utilizamos um modelo experimental de AVEi focal para avaliar
os efeitos morfofuncionais do implante autélogo de células mononucleres da
medula 6ssea (CMMOSs) sobre as alteragcdes morfofuncionais relacionadas ao
AVEIi. Demonstramos, neste estudo, que os transplantes autélogos de CMMO
em periodos agudo ou agudo e subagudo, de evento isquémico, promoveram
neuroprotecdo e modulacdo inflamatéria capazes de repercutirem em
preservacao e recuperacdo funcional em atividades especificas. Demonstramos,
também, que o tratamento reforcado em periodo subagudo, do evento
isquémico, foi capaz de promover aumento das melhoras morfofuncionais

promovidas pelo transplante autélogo em periodo agudo.

Palavras-Chave: Terapia celular, Neuropreservacdo, Modulacdo Inflamatoria,
Neuroplasticidade.



ABSTRACT

Statistical data show stroke as the second leading cause of death and leading
cause of disability among all other diseases in the world. The ischemic stroke
(ischemic stroke) accounts for about 87% of incidence of strokes. In ischemic
stroke, inflammation acts in restraint of infarction caused by ischemic stroke, and
on the other hand the intensity of the inflammatory response in
neurodegeneration and consequently influence the functional loss. The
autologous cell therapy, mononuclear bone marrow cells, promotes modulation
in neuroinflammation, being timely during an ischemic event for reduction of
tissue loss and functional. In the present study, we used an experimental model
of focal ischemic stroke to assess morphological and functional effects of
autologous implant mononucleres bone marrow cells (CMMOs) on the
morphological and functional changes related to ischemic stroke. We
demonstrate in this study that the autologous BM-MNC in acute or acute and
subacute periods of ischemic event, promoted neuroprotection and inflammatory
modulation able to rebound in preservation and functional recovery in specific
activities. We also show that the treatment enhanced in subacute period, the
ischemic event, was able to promote increase in morphological and functional

improvements promoted by autologous transplantation in acute period.

Keywords: Cell therapy, neuropreservation, Inflammatory Modulation,
Neuroplasticity.
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1 INTRODUCAO

Doencas de cunho neurodegenerativo, em geral, apresentam-se com
ampla incidéncia e varia¢des na espécie humana, sendo que as de carater agudo
tém notorio indice de ocorréncia distribuido em todo o mundo (AMERICAN
HEART ASSOCIATION, 2015). Neste contexto, os distlrbios cerebrovasculares
sdao foco de grande atencdo, consumindo esforco mundial para o
desenvolvimento de politicas de prevencéo e reabilitacdo (AMERICAN HEART
ASSOCIATION, 2015), principalmente no combate aos fatores de riscos que
podem provocar acidente vascular encefalico (AVE).

AVE é a alteracdo neuroldgica ocasionada por privacdo regional de
sangue (AVE isquémico), de carater transitério ou permanente (LO et al., 2003),
ou ainda por extravasamento de sangue (AVE hemorragico) a partir da ruptura
endotelial (DOYLE et al., 2008). AVE isquémico pode ser provocado por reducdo
focal do fluxo sanguineo em uma regido restrita ou ainda pode ser global,
ocasionado pela diminuicdo generalizada do fluxo de sangue para o encéfalo
(DOYLE et al., 2008; LO et al., 2003).

No presente trabalho, testamos terapia com células mononucleares da
medula 6ssea (CMMO) em modelo experimental de AVE isquémico como
alternativa terapéutica para promover neuroprotecao e recuperacao funcional de

membro afetado apés isquemia focal do cértex sensorio-motor.

1.1 EPIDEMIOLOGIA DO AVE

Dados estatisticos apontam AVE como a segunda maior causa de morte
e primeira causa de incapacidade fisica dentre todas as demais doencas no
mundo, com mortalidade anual atingindo cerca de 6.000.000 pessoas em todo o
planeta (JI et al., 2010; WOODRUFFEt al., 2011). No Brasil, dados recentes do
Ministério da Saude apontam o AVE como a principal causa de morte, fazendo

o Brasil ocupar a quarta posicao entre os paises Latino-americanos (LAVADOS
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et al., 2007) e a sexta posicdo mundial dentre os paises com maior incidéncia de
morte por doenca cerebrovascular. Quanto a ocorréncia entre os géneros, foi
demonstrado que 40% dos casos de AVE acometeram homens e 60% mulheres
(LOTUFO e BENSENOR, 2009).

O AVE isquémico (AVEi) é responsavel por cerca de 87% dos casos de
acidentes vasculares encefélicos, onde a oclusdo dos vasos sanguineos do
encéfalo pode ocorrer como consequéncia a trombose local (ou por embolia),
gerando isquemia e consequente lesdo do tecido nervoso e, com isso,
provocando a perda de funcéo neuronal (DOYLE et al., 2008). As demais causas
de AVE incluem 10% de hemorragia intracerebral e 3% AVE hemorragico
subaracndide (NATIONAL HEART, LUNG, AND BLOOD INSTITUTE, 2006).
Levando-se em consideracdo que a maior parte dos individuos acometidos por
AVE tenha idade superior a 65 anos e que a expectativa de vida continua
crescendo em todo o mundo, 0 nimero absoluto de pessoas com incapacidade
fisica que foram acometidas por AVE podera aumentar ainda mais no futuro
(LAKHAN et al., 2009).

1.2 ASPECTOS SOCIO-ECONOMICOS

Somente em 2010 os americanos gastaram cerca de 73,7 bilhdes de
dolares em tratamentos medicamentosos e reabilitacdo fisica de pacientes
acometidos por AVE (AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2011). No primeiro
ano de tratamento, o custo fica acima dos 25 mil délares por paciente (MAHLER
et al., 2008). Em paises da Europa, a hospitalizacdo dos sobreviventes p6s-AVE
pode representar quase 4 mil Euros por paciente/ano (EPSTEIN et al., 2008).
Podem acontecer variagdes nos valores gastos por pacientre, dependendo tipo
de politica de saude publica adotada (SEKIMOTO et al., 2008), da gravidade do
quadro clinico e dos servi¢os de saude disponibilizados ou requeridos (FLYNN
et al., 2008; MAHLER et al., 2008).

A reabilitacdo funcional € uma parte critica da recuperacédo para muitos
dos sobreviventes de AVE. As consequéncias da doenca podem causar
mudancas severas nas atividades de vida diaria dos pacientes, provocando a

necessidade de reaprendizado e redefinicdo de como viver. Aléem do mais, a
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reabilitacdo ndo reverte totalmente os efeitos das sequelas funcionais de um
AVE, mas promovem principalmente fortalecimento, capacitacdo para a nova
condicao fisica limitada e aumento da confianca dos pacientes que poderdo
continuar suas atividades de vida diaria mesmo com as limitacdes impostas pela
doenca (AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2015).

Nas ultimas décadas, tentou-se muitas abordagens preventivas em
relacdo aos fatores de riscos que podem levar ao desencadeamento de um AVE,
a fim de diminuir sua incidéncia e a mortalidade das pessoas acometidas por
esta doenca e de proporcionar melhor qualidade de vida aos individuos que
sobreviveram a ela. Esfor¢cos para a diminuicdo da mortalidade dos pacientes
acometidos pela doenca tangem a evolucdo na assisténcia hospitalar, nos
estudos a respeito do curso da patologia e no combate aos fatores de riscos para
o desenvolvimento/geracdo de AVE. Dentre os principais fatores de riscos
cerebrovasculares, segundo a American Heart Association (2015), podemos
mencionar o tabagismo, obesidade, dislipidemias, estresse, sedentarismo,
diabetes, doencas cardiovasculares, hipertensdo arterial e ainda as
enfermidades tropicais endémicas como a Doenca de Chagas e a Maléria
(CAMARGO et al., 2005).

Uma vez que o AVEi é uma doenca de alto impacto socioeconémico,
torna-se importante o desenvolvimento de estratégias clinicas que atuem na
prevencdo, combate e remediacdo dos maleficios ocasionados pela
fisiopatologia da doenca, para que assim se amenize as sequelas fisicas
provocadas pela doenca, melhore a qualidade de vida dos pacientes e diminua

0Ss impactos socioeconémicos.

1.3 FISIOPATOLOGIA DO AVE ISQUEMICO

AVE ¢ a alteracéo neurologica ocasionada por privacdo do fornecimento
de oxigénio ao tecido nervoso. Essa alteracao pode ser decorrente de privacéo
regional de sangue por AVEi (LO et al., 2003) ou decorrente de extravasamento
de sangue por um AVEh (DOYLE et al., 2008).
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O AVE hemorragico (AVEh) se da por extravasamento de sangue devido
a ruptura de vaso sanguineo do encéfalo, causando suprimento anémalo em
regides encefalicas, ocasionando disfuncdes fisiopatoldégicas maléficas nas
regides acometidas que pode ocorrer, basicamente, de trés modos: hemorragia
intraparenquimatosa, hemorragia subaracndidea ou hemorragia subdural
(NATIONAL HEART, LUNG, AND BLOOD INSTITUTE, 2006). Dentre os fatores
que podem provocar o inicio de uma hemorragia no encéfalo, podemos
mencionar hipertensdo arterial (como fator mais expressivo), malformacao
arteriovenosa, aneurisma intracraniano, angioma venoso, trombose de seio
venoso cerebral, neoplasia intra-craniana, coagulopatia, vasculite, uso de
substancias psicoativas ou traumas fisicos (QURESHI et al, 2001).

O AVE isquémico (AVEI) diferencia-se do AVEh em aspectos de causa,
ocorréncia e danos provocado ao tecido nervoso. Na isquemia focal, uma artéria
(ou veia) é ocluida por embolia ou tromboembolismo, provocando a reducdo do
fluxo sanguineo para a regido afetada, privacdo de oxigénio e consequente
morte celular no territorio isquémico (BACIGALUPPI et al, 2010, YENARI et al.,
2010). Dependendo da localizagéo, da extensao e da duragdo do evento
isquémico, o mesmo pode ocasionar perda da funcionalidade atribuida a regiao
de ocorréncia do AVE devido a morte tecidual desencadeada por mecanismos
celulares envolvidos com a fisiopatologia do AVEI, tais como excitotoxicidade,
estresse oxidativo e nitrosativo, ruptura da barreira hematoencefélica e resposta
inflamatoria (FIGURA 1) (LAKHAN, et al.,2009).
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FIGURA 1- Fluxograma da sequéncia de eventos fisiopatolégica ap6s um acidente
vascular encefalico isquémico (AVEi).
Fonte: Adaptado de LAKHAN, et al.,2009.

A perda funcional relaciona-se diretamente a area encefalica acometida
pelo evento isquémico e pode se expressar em deficiéncia de memoria,
aprendizagem, linguagem, dificuldade de locomocao e até mesmo dos sentidos
basicos como visao, tato, etc (AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2005, 2015).
Os eventos fisiopatologicos relacionados ao AVEi sdo dotados de uma notéria
complexidade de interacdes de mecanismos fisioldgicos e bioquimicos que se
iniciam instantaneamente a isquemia e podem persistir por dias ou semanas pos-
isquemia (FIGURA 2).
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FIGURA 2- Cronologia da sucessédo dos eventos fisiopatoldgicos que ocorrem apés
lesdo isquémica no encéfalo.
Fonte: Adaptado de Dirnagl et al 1999.

O acidente vascular isquémico é caracterizado por colapso metabdlico
resultante de hipoperfusdo sanguinea, provocando excitotoxicidade, estresse
oxidativo, disturbio da barreira hemato-encefélica, lesdo microvascular,
inflamacéo pds-isquémica que resulta em morte de células neuronais, gliais e
endoteliais. A cascata de alteracdes pds-isqguemia mostra-se como um conjunto
complexo de eventos com delimitacfes temporais e associacfes, tendo duracao
de horas ou dias, mesmo apoés reperfusao (BROUNS & DEYN, 2009; CUI et al.,
2009; LO etal., 2003) (FIGURA 1).

A extensdo da lesdo isquémica pode ser diretamente relacionada a
duracdo e a localizacdo da isquemia; ja a gravidade da lesédo esta relacionada
com a regido encefélica acometida e com existéncia de circulacdo colateral
(DIRNAGL et al, 1999). O acidente isquémico no encéfalo gera duas regides
distintas, sendo o centro isquémico, considerado a regido do parénquima do
tecido nervoso onde ocorre imediatamente morte celular, e a area periférica ao
centro isquémico que € denominada de penumbra isquémica, caracterizada por
desenvolvimento de lesdo branda com potencial chance de recuperacdao das
células em sofrimento ( DHAWAN et al., 2010; MATTSON, 2007).
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1.3.1 Metabolismo Celular do Tecido Nervoso Alterado por Isquemia

A alta taxa metabdlica e o consequente alto consumo extremo de oxigénio
e glicose pelas células do tecido nervoso o tornam extremamente vulneravel a
situacdes de hipoperfusdo sanguinea, onde uma discreta alteragdo no aporte
sanguineo para uma dada regido do sistema nervoso resulta na falha dos
processos homeostaticos de producdo de energia (especificamente geracdo de
adenosina trifosfato: ATP). A falha na producéo energética ativa uma cascata de
eventos fisiopatoldgicos que culmina na morte celular por necrose ou apoptose,
dependendo do momento de ocorréncia e/ou da cascata fisiopatoldgica ativada
a exemplo da ativacdo de vias intrinsecas ou extrinsecas de morte celular.
(DHAWAN et al., 2010; DOYLE et al., 2008; LOANE & BYRNES, 2010).

Assim, o infarto do tecido nervoso ocorre devido ao colapso metabdlico
inicial, resultando em alteracBes nas enzimas ATPases e também em canais
ibnicos da membrana plasmética de neurdnios, do acumulo de aminoacidos
excitatorios, influxo excessivo de ions sédio (Na+) e célcio (Ca?*), ativacdo de
proteases, formagéo excessiva de radicais livres e inflamagéo do tecido nervoso
culminando em morte neuronal, morte glial e perda tecidual (MOSKOWITZ et al.,
2010).

1.3.2 Excitotoxicidade P6s-isquemia no Tecido Nervoso

Imediatamente apdés a ocorréncia do AVEi, ha alteracdo nas
concentracdes extra e intracelulares de neurotransmissores excitatorios, como o
glutamato e o aspartato, que sdo excessivamente liberados na area infartada do
tecido nervoso (DIRNAGL et al., 1999, SONG et al 2012). O glutamato € um dos
principais neurotransmissores excitatorios e é essencial aos eventos de
plasticidade neuronal, como na maturacdo das células granulares hipocampais
durante a integralizacdo dos novos neurdnios (SONG et al 2012). Entretanto,
sua liberagcédo e consequente alta concentracdo no meio extracelular das areas
isquémicas promove excitagdo pos-sinaptica por ativagdo excessiva de
receptores dos tipos N-Metil-D-Aspartato (NMDA), Amino-3-hidroxi-5-metil-4-
proprionato (AMPA) e kainato (SZYDLOWSKA & TYMIANSKI, 2010). Os
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receptores NMDA induzem a abertura de canais idnicos seletivos ao ion calcio,
portanto sua abertura desencadeia despolarizacdo adicional da membrana
plasmatica de neurbnios devido ao maior influxo de Ca?*, exacerbando a
qguantidade intracelular deste ion e, assim, caracterizando a excitotoxicidade
(SZYDLOWSKA & TYMIANSKI, 2010). Ja os receptores AMPA ndo ativam,
normalmente, canais ionicos seletivos ao Ca?* em virtude de sua subunidade
GluR2, contudo esta subunidade tem sua carga elétrica reduzida apos isquemia,
alterando a permeabilidade dos canais iGnicos ativados por estes receptores e
seletivos para Ca?*, fazendo com que os receptores AMPA contribuam com a
morte celular calcio-dependente (DEB et al., 2010; PENG et al., 2006). Assim, 0
acumulo de glutamato promove o influxo excessivo de ions Ca?* e Na* paraa o
interior da célula que, por sua vez, resulta em ativacao de varias vias metabdlicas
de inducdo de morte celular (BIEGON et al., 2004; LO, 2008).

Como consequéncia a despolarizacdo da membrana plasmatica e o
acumulo de ions Na* no interior das células durante a isquemia, ha inversdo do
fluxo de glutamato realizado pelos transportadores de membrana para este
neurotransmissor, elevando sua saida das células ao longo da membrana
plasmatica dos neurbnios, pelos transportadores de glutamato sdodio-
dependentes, tanto nas membranas pré quanto nas pos-sinpticas. (BIEGON et
al., 2004; DOYLE et al., 2008).

Concomitante com o influxo idnico ocorre também influxo passivo de
agua, resultando em edema citotoxico e elevacéo intracelular do Ca*? agindo
como segundo mensageiro, desencadeando geracdo e liberacdo de radicais
livres e ativacéo de enzimas dependentes de Ca*?, como enzimas proteoliticas,
tais como a fosfolipase A2, a calpaina, as endonucleases, a adenosina
trifosfatase, a cicloxagenase e a éxido nitrico sintase tipo I, que promovem lise
de proteinas do citoesqueleto e da matriz extracelular (SZYDLOWSKA &
TYMIANSKI, 2010). Essa ativacdo enzimatica provoca extensos danos celulares
que resultam em morte celular aguda por necrose e, em periodo crénico da
les&o isquémica, promovem eventos moleculares que resultam em ativagao de
mecanismos apopitéticos, provocando o aumento da expansdo da lesdo
isquémica (BROUNS & DEYN, 2009; FONTANA, 2015; SZYDLOWSKA &
TYMIANSKI, 2010).
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1.3.3 Estresse oxidativo induzido por AVE no Sistema Nervoso

Quando a produgéo de radicais livres se desequilibra da capacidade
enddgena das defesas anti-oxidantes celulares, ocorre estresse oxidativo (DEB
et al., 2010). Altos niveis de ions Ca?*, Na* e adenosina difosfato (ADP) induzem
as mitocondrias a produzirem niveis criticos de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e como o0s neurbnios possuem baixos niveis de antioxidantes
intracelulares, estas células se tornam especialmente vulneraveis ao estresse
oxidativo (BLOMGREN & HAGBERG, 2006). A elevacao da producédo de EROs
provoca destruicdo de macromoléculas celulares e também participa da
sinalizacdo de mecanismos que promovem morte celular programada em
periodo sub-agudo e crénico da lesdo isquémica (BLOMGREN & HAGBERG,
2006; DEB et al., 2010).

1.3.4 Despolarizagéo peri-infarto

A despolarizacdo alastrante € um eventos caracterizado pela alteracéo
intensa do transporte de ions através da membrana plasmatica das células
neuronais, elevando-se criticamente o tempo de despolarizacdo dos neurdnios
sucedida por um processo de recuperacdo mais lento (CUI, et al., 2014;
DODICK & GARGUS, 2008). No AVEI, as ondas de despolarizactes alastrantes
assumem um carater particular e sdo denominadas de despolarizacdes peri-
infarto, por ocorrerem na periferia do centro isquémico (KIDWELL et al., 2015;
TREGUB et al., 2015).

Despolariza¢@es peri-infarto séo resultantes da liberacdo do ion potassio
(K+) e aminoéacidos excitatérios das células em sofrimento localizadas nas areas
proximas ao centro de lesdo isquémica. A principal diferenca entre as duas
ondas é gue a despolarizacéo alastrante geralmente ndo causa nenhum tipo de
morte celular danosa ao tecido nervoso normal; j& as despolarizagdes peri-infarto
pés-isquemia estdo associadas com a evolugcdo espacial (aumento) do dano
isquémico (SASAKI et al., 2009).
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1.3.5 Inflamacéo do tecido nervoso pos-isquémico

Na regido do centro isquémico ocorre excitotoxicidade e morte celular por
necrose, fendbmeno resultante de lipolise, protedlise, desagregacdo de
microtubulos e falha metabdlica, culminando em perda da homeostase funcional
da area do encéfalo afetada pelo AVEi (DIRNAGL et al, 1999; LIPTON, 1999).
Na periferia da area isquémica, a intensidade da isquemia no centro e o intervalo
de tempo até a reperfusdo sanguinea determinam a evolucao da lesao total; ja
na area de penumbra, a morte celular ocorre em funcdo da ativacdo de
mecanismos apoptéticos e de atividade inflamatéria (HOSSMANN, 2006;
MOSKOWITZ et al., 2010).

O processo inflamatério do tecido nervos pds-AVEi envolve varios
mediadores como quimiocinas e as citocinas. As quimiocinas, um dos mais
importantes fatores inflamatorios, atuam no mecanismo de quimioatracdo celular
(ABBAS, 2003; BANCHEREAU, 2000). No Sistema Nervoso Central (SNC),
guimiocinas estao envolvidas no recrutamento de células do sistema imune para
o0 tecido nervoso. Entretanto, esses sinalizadores exercem papel ambiguo, pois
ao agirem sobre a modulacédo da migracao de células do sistema imunes para o
tecido nervoso lesionado, o nivel dessas quimiocinas na area de lesdo é
determinante para a intensidade da resposta inflamatoria e influenciam
diretamente na sobrevivéncia, ou n&o, dos neurdnios em sofrimento
(CONDUCTIER et al., 2010; GOMES LEAL, 2012; MADRI, 2009; MOCCHETTI
et al, 2013; SUZUMURA, 2013).

Citocinas, outros sinalizadores liberados durante processos inflamatérios,
sdo polipeptideos relacionados com a ativacdo imunoldgica, diferenciacao
celular e também morte celular (CHEN et al, 2010). No cenario isquémico,
citocinas sao produzidas principalmente por macréfagos, mondcitos, linfécitos,
células endoteliais, fibroblastos e plaquetas sendo que no SNC sua origem séo
as microglias em atividade imune (micréglias ativadas) (CHEN et al, 2014;
WANG et al, 2014). Citocinas pro-inflamatoérias, como o fator de necrose tumoral
alfa (tumoral necrosis factor — TNFa) e a interleucina 1 (IL-1) desencadeiam
dano parenquimatoso, IL-10 e receptor antagonista de IL-1 apresentam fungéo
anti-inflamatéria e neuroprotetora (DEB et al., 2010; WANG et al, 2014).
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As células inflamatdrias do sistema imune, tais como neutrofilos, linfocitos,
macrofagos e células NK (Natural Killer Cell) liberam outras citocinas, como a
IL-6, associada a ativacdo de células endoteliais, estimulacdo da Proteina C
reativa (CRP), e com sintese de fibrinogénio (CHEN et al, 2010; MARK et al,
2010; WANG et al, 2014). Elevadas concentracbes de CRP e fibrinogénio
produzem efeitos deletérios na ocorréncia da inflamacédo (CHEN et al, 2010;
LOANE & BYRNES, 2010; SHENHAR-TSARFATY et al., 2008;).

1.4 RESPOSTA CELULAR INFLAMARORIA AO AVEi

1.4.1 Mondcitos

Mondcitos sdo células circulantes no sangue, medula éssea e baco; sao
células efetoras do sistema imune e ndo se proliferam em estado fisiol6gico
normal. Na superficie de sua membrana plasmatica, estas células possuem
receptores de quimiocinas e receptores de adesao que medeiam sua migracao
a partir do sangue para os tecidos alvos durante a infeccdo. Os mondcitos
produzem citocinas inflamatorias e fagocitam células e moléculas toxicas ao
organismo, bem como podem se diferenciar em células dendriticas inflamatarias,
ou em macrofagos, durante processos inflamatérios (VOGELGESANG,
BECKER & DRESSEL, 2014). A migracao para os tecidos e sua diferenciacao
em células dendriticas e macréfagos sédo determinadas pelo ambiente
inflamatorio e pelos receptores ativados durante o processo de reconhecimento
de patégenos (ABBAS, 2003; VOGELGESANG, BECKER & DRESSEL, 2014).
No AVE, a distincao entre mondcitos e macrofagos/microglia € investigada para
diferenciar a atuacéo da resposta inflamatéria sistémica ou local na evolucao da
lesé@o isquémica, pois durante a fase aguda da lesdo a atividade macrofagica é
exercida tanto por microglia residente do tecido nervoso, quanto por monaocitos
oriundos do sangue periférico (ABBAS, 2003; BECKER, 2009). Devido a estas
caracteristicas, a compreensdo do papel da linhagem monocitica no local de
lesdo isquémica € impressindivel no desenvolvimento, eficiéncia e

estabelecimento de novas abordagens terapéuticos que visam proteger e/ou
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recuperar o tecido nervoso lesionado apés AVEi (BECKER, 2009; GEISSMANN
et al., 2010; GUILLEMIN & BREW,2004).

1.4.2 Macroéfagos

Macrofagos séo células fagociticas atuantes em tecidos linféides e nédo-
linféides, envolvidos na homeostase por sua fungéo fagocitaria e produtora de
fatores tréficos. Os macréfagos possuem ampla diversidade e quantidade de
receptores para reconhecimento de patdgenos e modulacdo positiva da
producdo de citocinas inflamatorias (BLAYLOCK, 2013; GEHRMANN et al.,
1995). As alteragcBes citoquimicas que ocorrem ap0s um evento isquémico
promove a ativacdo e a migracdo de macréfagos perivasculares e,
concomitantemente, os mondécitos/ macréfagos sanguineos e linfécitos
atravessam a barreira hematoencefalica (BHE) rompida a fim de alcancarem a
area de lesdao (GEISSMANN et al., 2010; LAKHAN et al., 2013; SEO et al., 2012;
SCHROETER & JANDER, 2005).

1.4.3 Microglia

Mondcitos derivados do sangue ou da medula 6ssea, permeaveis a BHE,
em condicdes fisioldgicas, tem a capacidade de se fixar no parénquima do tecido
nervoso como células da micréglia (GOMEZ PERDIGUERO et al., 2013). Células
microgliais tém morfologia ramificada, quando apresentam o fenétipo de
micréglia ativada possuem morfologia ameboide, expressam 0S mesmos
marcadores de superficie de macrofagos e mondcitos circulante (GOMES
LEAL,2012; GOMEZ PERDIGUERO et al., 2013). A ativacdo microglial se da no
inicio da resposta inflamatéria do SNC ao evento isquémico, pode ser seguido
de infiltracdo de mondcitos circulantes, neutréfilos e células T do sistema imune,
além de astrogliose (KELLER et al., 2011; LEHNARDT et al., 2008). As
mudancas na morfologia microglial e na sua expressdo génica variam
dependendo da natureza, da for¢a e da duracéo do estimulo inflamatoério (CUI &
BENOWITZ; 2009; KELLER et al., 2011; RANSOHOFF & PERRY, 2009).

As células microgliais possuem carater proliferativo em respostas a um

dano no SNC, induzindo alteragbes no nicho isquémico neuronal. Células
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micréglias ativadas produzem e liberam varias citocinas inflamatorias, radicais
livres, 6xido nitrico, metaloproteases e glutamato, atuantes na regeneragao e
sdo potencialmente neurotoxicos (GRAEBER & STREIT, 2010; JIANG et al.,
2011).

A presenca de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(major histocompatibility complex — MHC) e de moléculas co-estimuladoras
fazem com que as células microgliais ajam como células apresentadora de
antigeno (ABBAS et al, 2003). Todavia, a inflamacdo aguda (a resposta
inflamatdria iniciada imediatamente apos o evento isquémico), com atuacao da
ativacdo microglial em fenoétipos distintos (fenétipos ativados e fendtipos néo-
ativados), pode prejudicar os neurbnios que estdo em sofrimento em
consequéncia a baixa subita na quantidade de ATP, mas ainda apresentam
potencial recuperacdo e sobrevivéncia pés-isquémica, e isto pode agravar o
dano primario provocado pelo AVEi (aumento da area do centro isquémico, cujas
células irdo inevitavelmente morrer) (ABBAS et al, 2003; JIANG et al., 2011).
Perante isto, uma abordagem terapéutica potencialmente benéfica seria a
inibicdo microglial como estratégia para diminuir a lesédo isquémica, bem como
todas as suas repercussodes morfo-funcionais.

Contudo, estudos sugerem que fenétipos de microglias/macréfagos e
seus fatores secretados também possam proteger as células residentes do SNC
(GOMES LEAL, 2012; MILLS, 2012; SHECHTER e SCHWARTZ, 2013). O
fenotipo microglial esta relacionado com o tipo de estimulo e com o receptor de
ativacdo acionado, ou seja, a natureza das moléculas secretadas pelas
microglias ativadas, relaciona-se estritamente ao tipo de estimulo acionador
(DEIERBORG et al., 2010; GOMES LEAL, 2012; NEUMANN et al., 2006; RIBES
et al., 2010; ZANIER et al, 2014; ZHANG et al, 2005).

No presente trabalho, propomos analisar a resposta de mudanca
fenotipica das células microgliais sob condigéo isquémica focal experimental do
cortex sensoriomotor apos tratamento com terapia celular usando transplante

autologo de células mononucleares da medula 6ssea.
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1.4.4 Astrécitos

Num contexto de hipoperfusdo sanguinea, isquemia e alteracOes
fisiopatoldgicas pos-isquémica, células astrocitarias sdo mais resistentes que 0s
neurénios, realizam sua resposta celular e molecular através da producao de
mediadores inflamatdrios, como os radicais livres, as citocinas, as quimiocinas,
proteases e mediadores vasoativos (ABBAS et al 2003; FITCH & SILVER, 2008).
Astrocitos exercem funcao importante na captacao fisioldgica de glutamato livre
no parénquima do tecido nervoso, entretanto ao serem afetados pelo ambiente
isquémico, os préprios astrocitos liberam glutamato para o espacgo extracelular,
agravando ainda mais a excitotoxicidade (KAWANO, et al., 2012).

Apos o AVEI, na regido periférica a area de lesdo, ocorre 0 aumento da
densidade astrocitaria e da expresséo da proteina acida fibrilar glial (glial fibrillary
acidic protein — GFAP), caracterizando a astrogliose, cronicamente formando
uma barreira fisica de contencédo da area de lesdo chamada de cicatriz glial,
impedindo assim o crescimento da area lesionada (FITCH & SILVER, 2008;
KAWANO, et al., 2012). Ao mesmo tempo que a cicatriz glial exerce papel
fundamental na contencdo da expansdo da area de lesdo no tecido nervoso
causada pelo AVEIi, ela se tornar uma &rea contida e inacessivel ao
recrescimento axonal e dendritico, anulando assim qualquer potencial
capacidade de regeneracdo estrutural e funcional da referida area lesionada
(KAWANDO, et al., 2012).

A astrogliose é estimulada, também, por citocinas secretadas das células
microgliais, portanto a modulacédo da intensidade de ativacdo microglial pode
atuar na modulacdo da astrogliose e potencialmente ter acdo na diminuicdo da
progressao da neurodegeneracao (SCHMID-BRUNCLIK et al., 2008; STREIT et
al., 2009).

No presente trabalho, propomos analisar a resposta astrocitaria e
formacao da cicatriz glial apds isquemia focal experimental do cortex sensorio
motor e tratamento com terapia celular usando transplante autologo de células

mononucleares da medula 6ssea.
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1.5 ALTERACOES FUNCIONAIS NO SNC APOS O AVC

As manifestacdes clinicas dos efeitos do AVE séo variadas dependendo
da regido enceféalica afetada (LO, et al., 2003). Se o hemisfério acometido for o
hemisfério direito, a lesédo é evidenciada no funcionamento sensorial/motor do
lado esquerdo do corpo (lado contralateral a lesdo isquémica), podendo
determinar problemas de visdo, perda somatossensorial do hemicorpo
contralateral, alteracdo de marcha e perda de memodria. Se o hemisfério
esquerdo for o cometido pelo AVE, podem ocorrer manifestacdes funcionais
como paralisia do lado direito do corpo, problemas cognitivos, perda
somatossensorial do  hemicorpo contralateral (AMERICAN HEART
ASSOCIATION, 2011, 2015).

No cortex cerebral, as alteragcfes funcionais se expressam respeitando o
a organizacdo funcional da area afetada. No cértex motor primario (M1), por
exemplo, um AVE em determinada parte desta area cortical pode se manifestar
funcionalmente em comprometimento parcial ou total dos movimentos
especificos referentes ao conjunto de musculos que a area afetada controlava.
Ou seja, se 0 AVE ocorrer numa regido de M1 que controla o membro superior
(ou a face), entdo estas partes do corpo, contralateral a lesdo isquémica,
deixardo de ter seus musculos contraidos (MCNEAL, et al., 2010).

As perdas funcionais advindas de um evento isquémico podem ter relativo
reestabelecimento e esta recuperacéo vai depender diretamente da intensidade
da leséo e de eventual intervencéao terapéuticas. Esta recuperacédo funcional tem
relacdo direta com a restauracdo da area lesionada, com o remodelamento da
area peri-lesdo e, minoritariamente, com hemisfério contralateral assumir o
controle da funcéo perdida (HERMANN & CHOPP, 2012; HOSP & LUFT, 2011).

1.6 ORGANIZACOES CORTICAIS CEREBRAIS DOS MAMIFEROS E OS

ALVOS MAIS FREQUENTES DE AVE

A parte mais externa do encéfalo de mamiferos é denominada cortex

cerebral (telencéfalo; FIGURA 3a, b). O cortex cerebral pode ser dividido em



29

alocértex e isocértex (ou neocortex) (ZILLES & WREE, 1995). Teorias evolutivas
consideram 0 neocoértex como a regido filogeneticamente mais recente,
organizado em pelo menos seis camadas conservadas entre todos os mamiferos
(FIGURA 3 c). Cada camada contém neurdnios com propriedades funcionais
semelhantes e variando sua conformacdo dependendo do comprometimento
funcional da érea do cértex (FIGURA 4) (MOUNTCASTLE, 1997; SCHIEBER,
2001, BUXHOEVEDEN & CASANOVA, 2002). Em humanos adultos, a superficie
do cortex cerebral é de aproximadamente 2600 cm?, com cerca de 28 milhdes
de neurdnios e quantidade aproximada de célula da glia (KAAS, 1995; LENT,
2012; MOUNTCASTLE, 1997).
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FIGURA 3- Organizacéo laminar do Cortex cerebral de mamiferos. Representacdo do
encéfalo de diferentes mamiferos (A). Desenhos esquematicos de uma seccédo coronal do
encéfalo cerebral humano demonstrando a regido do coértex cerebral (B). Organizagdo em
camadas (laminar) corticais em mamiferos; camadas | a VI e corpo caloso (I, II, lll, IV, V, Vl e
CC) em diferentes espécies de mamiferos

Fonte: Adaptado de DeFelipe, 2011.

O cortex cerebral recebe, processa e interpreta impulsos elétricos

provenientes das vias ascendentes, cujos receptores sensoriais estdo na
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periferia do corpo captando estimulos do ambiente, e produz estimulos
nervosos (na forma de potenciais de acdo nos neurdnios) ordenados e
relacionados ao controle dos movimentos voluntarios, fenbmenos psiquicos e
funcBes cognitivas tais como memoéria e linguagem (escrita, gestual e
vocalizada), por vias descendentes (FIGURA 4) (MOUNTCASTLE, 1997).
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FIGURA 4 — Organizacdo Colunar, da superficie pial até a substancia branca, da
organizacdo neural em diferentes &areas corticais. Limitacbes de camadas corticais
didaticamente representadas em cores.

Fonte: Adaptado de Felten & Shetty, 2010.


http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_1?_encoding=UTF8&field-author=David%20L.%20Felten%20MD%20%20PhD&search-alias=books&sort=relevancerank
http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_2?_encoding=UTF8&field-author=Anil%20Shetty%20PhD&search-alias=books&sort=relevancerank

31

Na regido parietal-frontal do cortex cerebral encontra-se a area motora
primaria (M1), o ponto de origem do trato cortico-espinhal. Em humanos, esta
area corresponde a area 4 de Brodmann e se localiza no giro pré-central do lobo
parietal (FIGURA 5a) (GEYER, et al., 2000). A area M1 possui representacao
topograficamente organizada dos musculos localizados nos correspondentes
segmentos corporais e quanto mais refinado e complexo o movimento de um
segmento corporal, maior sera area de representacdo cortical deste segmento
corporal em M1 (FIGURA 5b) (PENFIELD, 1947). A ocorréncia de um episodio
isquémico no cortex motor provocara comprometimento das funcdes motoras,
diretamente correspondente a area afetada e a extensdo da lesédo isquémica
(TENNANT et al 2011).

A area motora do cértex cerebral de outros animais também tem sua
representacao topografica organizada (FIGURA 5c). O cértex sensério-motor de
ratos € amplamente estudada, com representaces motoras dos membros
bastante conhecida na literatura e amplamente utilizada em trabalhos
experimentais (TENNANT et al 2011). Esse fato é de grande importancia para
ciéncia experimental, pois favorece o desenvolvimento de estudos de ensaios

pré-clinicos.
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FIGURA 5- A organizacdo topografica do cortex motor em diferentes espécies de
mamiferos. llustragdo das Areas de Brodmann (A) e a representacio topogréfica da areas
motora priméria (M1) em seres humanos (B). Mapa do cortex sensério-motor de ratos (C).
Fonte: A e B adaptado de Bear, 2008, e C adaptado de Tennant, et al 2011.

No presente trabalho utilizamos de modelos de isquemia focal em cortex
sensorio-motor, para mimetizar alteracdes relacionadas ao AVEi e assim avaliar

influéncia de transplante aut6logo de CMMO nos parametros aqui propostos.

1.7 ESTRATEGIAS CLINICAS PARA O TRATAMENTO DE CASOS DE AVEi

O AVE isquémico apresenta janela temporal relativamente curta, quando
se fala em avaliagcdo, diagnostico e tratamento (CUMBLER et al., 2010).
Clinicamente, as ac¢0es iniciais de tratamento do individuo acometido por AVEi

envolvem intervencdo imediata em comportamentos de risco tais como
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tabagismo e alimentacgéo rica em lipideos, bem como intervencéo farmacoldgica,
utilizando agentes como antitromboliticos, anti-hipertensivas e anticoagulantes
(CAMARGO et al., 2005). Atualmente, existem intervencdes com limitagcéo
clinica, social, e/ou econémica, como a administracdo endovenosa do ativador
do plasminogénio tecidual (tPA). O tPA atua na lise de trombos, sendo
eficientemente atuante até nas 3 a 5 horas seguinte ao inicio do evento
isquémico. Esta € uma intervencdo com janela terapéutica restrita para muitas
das realidades regionais e/ou sociais e sua intervencao posterior a esta janela
pode ocasionar distlrbios que agravam o evento isquémico (DEWAR et al, 1999;
HEUSCHMANN et al., 2003; LAKHAN et al., 2009; PANDIAN, 2009; SACCO et
al., 2007).

Devido a sua relevancia epidemioldgica, clinica e econémico-social, torna-
se imperativo o desenvolvimento de terapias alternativas as ja existentes para
serem empregadas em pacientes acometidos por AVEi. No presente trabalho,
utilizaremos o transplante autélogo de CMMO como terapia para tratamento ao

AVEI experimental.

1.8 MODELOS EXPERIMENTAIS PARA ESTUDOS DE AVE

Além da preocupac¢do com o reestabelecimento e normalizacédo da
irrigacdo sanguinea para a area encefalica acometida por AVEi, as pesquisas
concentram-se na modulacdo e normalizacdo das funcdes celulares alteradas
em decorréncia do curso da doenca ainda na fase aguda, com fim de
preservacao e regeneracao da area afetada (CARDOSO et al. 2012; FRANCO
et al. 2012; LIVINGSTON-THOMAS et al. 2013)

O papel ambiguo do processo inflamatério no curso do evento
isquémico vem sendo alvo de discussdes e controveérsias, Visto que 0 processo
inflamatorio apresenta papel fundamental na contencdo do infarto ocasionado
pelo AVEi (GOMES-LEAL, 2012). Por outro lado, a intensidade da resposta
inflamatoéria € um fator limitante para sobrevivéncia de tecidos nervoso em

sofrimento, bem como para o estabelecimento de células migratérias com fins
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regenerativos, por interferir na sobrevivéncia dessas células e gerar um meio
deletério para a integracdo celular ao tecido em regeneracao devido a formacéo
de barreiras fisico-quimicas como astrogliose e producdo excessiva de matriz
extracelular que, consequentemente diminuem a possibilidade de formacgéo ou
restabelecimento de novas sinapses para a recuperacdo funcional da area
cerebral cortical afetada (SHARMA, et al., 2012)

A modulacdo do processo inflamatério € potencialmente uma
abordagem que propicia maior protecao e regeneracao do tecido infartado. Estes
efeitos podem ser expressos funcionalmente, dispondo melhora na qualidade de
vida do individuo acometido pelo AVE. Algumas estratégias terapéuticas vém
sendo propostas e uma das mais promissoras envolve utilizacdo de farmacos e
terapia celular com efeitos anti-inflamatérios (CARDOSO et al, 2012; FRANCO
et al, 2012).

A utilizacdo de anti-inflamatérios como estratégia terapéutica tem
sido utilizado em modelos experimentais de estudos de AVE . A acdo desses
farmacos se da desde atuacdo génica a proteica, interferindo na producéo e/ou
atuacdo de proteinas e consequentemente na resposta inflamatério pos-AVEI
(NAM, et al. 2013; TURNER, et al. 2013; XIONG, et al 2013). Entretanto, a
resposta inflamatéria no tecido nervoso provocada por AVEi é complexa e
multifatorial, devido a acéo de diferentes células que produzem diversos fatores
pré-inflamatérios e/ou antinflamatérios.

Nesse contexto, € imprescindivel o desenvolvimento e
aprimoramento de metodologias que possibilitem execucdo de estudos
relacionados ao AVE, assim como terapias mais eficientes na protecédo e
recuperacéao do tecido nervoso em sofrimento apds um AVEi, para que assim se
possa compreender cada vez mais essa doenca, gerando-se assim a
oportunidade de desenvolver abordagens terapéuticas de cunho protetor e/ou
regenerativo.

Os atuais modelos para estudos de AVE baseiam-se em
comprometimento cerebrovascular produzido por cauterizacdo ou ocluséo
transitéria, ou permanente, de vasos sanguineos que realizam a irrigacdes para
o tecido nervoso (CARMICHAEL, 2005). Um modelo experimental que passou a

ser amplamente utilizado € o de isquemia induzida por vasoconstricdo provocado
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por microinjecdo intraparenquimatosa do peptideo de Endotelina-1 (ET-1) (FUXE
et al., 1989).

ET-1 é um peptideo descrito em 1988 por Yanagisawa e
colaboradores como um potente vasoconstritor, age como mensageiro quimico
no organismo, fazendo comunicagdo com células dotadas de receptores ETA e
ETB (YANAGISAWA et al, 1988). Tem sua sintese realizada em diferentes
orgaos, como coracdo, pulméo, encéfalo, por células do sistema imune e
células endoteliais dos vasos sanguineos (MERGENTHALER et al, 2004).
Fisiologicamente, devido seu carater vasoconstritor, ET-1 tem atuagdo mais
evidente no controle do tbnus vascular (DAVIE et al, 2002), carater este de
principal importancia em sua utilizacdo em modelos experimentais de isquemia
focal (HEWLETT & CORBETT 2006; LIVINGSTON-THOMAS et al. 2013;
TENNANT & JONES 2009).

1.9 TERAPIAS EXPERIMENTAIS PARA O TRATAMENTO DE AVE

Os protocolos primérios de intervencao terapéutica para tratamento
dos casos de AVEI, e de prevenc¢do secundaria, visam a modificacdo dos fatores
de risco vasculares — a hipertensdo, o tabagismo, a estenose carotidea, a
fibrilacdo arterial, a inatividade fisica, a diabetes mellitus e a dislipidemia — com
conscientizacdo e utilizacdo de medicamentos tais como 0s agentes
antiplaquetarios, as drogas anti-hipertensivas, os agentes que combatem as
dislipidemias, e as medicacbes anticoagulantes (CAMARGO et al.,
2005CUMBLER et al., 2010).

O recurso medicamentoso mais recente foi a implementacdo da
administracdo endovenosa do ativador do plasminogénio tecidual (tPA, tissue
plasminogen activator) nos casos de isquemia cerebral aguda, porém sua
eficacia pode ser limitada pela severidade da isquemia, pela idade avancada do
paciente, por condicéo de hipertensdo do paciente acometido, pelo tamanho da
oclusédo arterial, ocorréncia de suprimento sanguineo colateral, pelo periodo de
tempo entre o evento isquémico e o inicio do tratamento ou pela inflamacéo

associada a reperfusdo da area infartada (PANDIAN, 2009).
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Apesar do uso ser aprovado ha aproximadamente 10 anos pelo FDA (do
acrénimo inglés US FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 6rgdo americano
que controla a liberacdo de comida e remédios para consumo), a utilizacdo do
tPA para o tratamento da isquemia encefalica aguda ainda € incomum, tendo um
alcance de apenas 3 a 5% dos pacientes em virtude da janela temporal de
aplicabilidade reduzida para sua administracdo de forma segura (DENES et al.,
2010; FERNANDES et al., 2009). Além disso, outro fator complicador, que ocorre
em paises em desenvolvimento como o Brasil € a desinformacéo acerca do tPA
e a reduzida disponibilidade do medicamento nos sistemas publicos de saude.
Isto evidencia uma falha no tratamento aos pacientes na janela terapéutica
adequada e, consecutivamente, prejudica a chance de sobrevivéncia e a
possibilidade de atenuacédo das complicacbes da doenca (CUMBLER et al.,
2010; FERNANDES et al., 2009; SACCO et al., 2007). Desta forma, observa-se
que a terapia trombolitica esta altamente relacionada ao tempo de resposta ao
AVE e nao somente limita as opc¢Bes de tratamento, mas também pode
representar piores prognaosticos, devido ao prolongamento do tempo da isquemia
(DENES et al., 2010).

Por isso, muitos tratamentos experimentais tem sido testados em sua
eficacia e seguranca, principalmente visando a restauracdo da perfusdo
sanguinea para a area infartada, assim como a inducdo de Neuroprotecdo da
area afetada (SACCO, 2007), dentre os quais se destaca o0 uso da hipotermia
terapéutica (ALAM, 2011), que se consiste na estratégia de neuroprotecdo mais
confiavel atualmente, a administracdo de altas doses de albumina humana
(GINSBERG et al., 2004), a utilizacdo de drogas anti-inflamatorias, como a
minociclina (YRJANHEIKKI et al., 1999), uso de drogas tromboliticas (HACKE
et al., 1995) e, mais recentemente, o transplante de células-tronco (OTERO-
ORTEGA et al., 2015; TARAWNEH & GALVIN, 2010) com o objetivo de induzir
a reperfusdo da area sob isquemia, modular a neuroinflamacgéo, bloquear o
avanco da leséo isquémica e tentar recuperar as células da area de penumbra

isquémica.
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1.9.1 A Terapia Celular no Tratamento do AVEi

O papel ambiguo do processo inflamatorio no curso do evento
iIsquémico no tecido nervoso vem sendo alvo de discussdes (BAJETTO et al.,
2001; CONDUCTIER et al., 2010, GOMES-LEAL 2012), visto que 0 processo
inflamatdrio apresenta papel fundamental na contengéo do infarto ocasionado
pelo AVEI, pois a intensidade da resposta inflamat6ria é um fator limitante para
sobrevivéncia de tecido nervoso com potencial recuperacdo e preservacao,
principalmente das célula que estdo na area de penumbra isquémica. A
modulagédo do processo inflamatério € uma abordagem que possibilita maior
protecdo e regeneracao do tecido infartado (FRANCO et al 2012), podendo
esses efeitos serem expressos funcionalmente, promovendo melhora na
qualidade de vida do individuo acometido pelo AVE. Algumas propostas
terapéuticas vém sendo estudadas e uma das principais abordagens envolve
utilizacao de terapia celular.

A terapia celular, como tratamento para pacientes acometidos por
AVEIi, surge como uma intervencdo com possibilidade modulatéria a
neuroinflamacéo, utilizando células tronco, suas func¢des troficas, sua
capacidade de liberacdo de fatores anti-inflamatérios e pré-regenerativos
oportunos durante um evento isquémico para diminui¢cao de perda tecidual e de
resposta inflamatéria (BRENNEMAN et al, 2010; VASCONCELOS DOS
SANTOS et al, 2010). Células-tronco (CT) sdo células ndo-diferenciadas, auto-
renovaveis, com carater pluripotentes ou multipotentes, dependendo do tipo de
tecido de origem, com proliferacdo intensa, possibilitando uma fonte ilimitada de
células e podem até sofrer manipulacdo in vitro para originar uma grande
variedade de tipos celulares (KEIRSTEAD, 2005; NAEGELE et al, 2010). Sao

categorizadas em células-tronco embrionarias e somaticas.

As células mononucleares da medula éssea séo células somaticas e
podem ser divididas em dois tipos, células-tronco hematopoiéticas (CTH) e
células-tronco mesenquimais (CTM) devido se diferenciam em células de
linhagem hematopoiética ou células de linhagem mesenquimal, respectivamente
(SOO OH et al, 2010). As CTH dao origem as células sanguineas, as CTM

podem se diferenciar em varios tipos celulares incluindo ostedcitos, condrécitos,
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adipécitos e midcitos (KRABBE et al, 2005). Os dois grupos representam
importantes fontes celulares que podem ser facilmente obtidas e isoladas de
aspirados da medula Ossea, possibilitando uma fonte autdloga de rapida
obtencdo (WRIGHT et al, 2010).

Alternativas terapéuticas experimentais tém sido alcancadas com
sucesso usando células-tronco em diversas doencas neuroldgicas, incluindo o
AVEiI (BRENNERMAN., et al, 2010; GOGEL, S.; GUBERNATOR, M. & MINGER,
S. L., 2011; HESS et al., 2008). Entre as linhagens celulares utilizadas, a fracédo
mononuclear de células da medula 6éssea (CMMO) desponta com resultados
promissores, destacando-se como fonte alternativa a aquisicéo de células-tronco
para transplante com facil obteng&o e ndo estdo envolvidas em questdes éticas
ou religiosas, além de manifestarem pluripoténcia, ou seja, podem se diferenciar
em células de diferentes tecidos (DE VASCONCELOS DOS SANTOS, A., et al.,
2010, GIRALDI-GUIMARAES, A., et al., 2009). O transplante autélogo emerge
com beneficio adicionais aos estudos experimentais tal qual a minimizacao de
efeitos adversos relacionado a possiveis reacdes imunologicas relacionadas a
terapia celular de linhagens heterélogas (BRENNERMAN., et al, 2010; KAN,
MELAMED & OFFEN, 2007).

1.10 JUSTIFICATIVA

Doencas cerebrovasculares sao potencialmente fatais e incapacitantes
(DONNAN, G. A, et al., 2008). Com fisiopatologia complexa, quando nao leva a
morte, aos sobreviventes restam variados graus de debilidades fisicas,
cognitivas e/ou psiquicas (DOBKIN, B. H., 2005; LEGG, L. e LANGHORNE, P.,
2004; WARD, A. B., 2012). Mesmo com toda gravidade e severidade em suas
sequelas, ainda hoje a Unica opcao terapéutica aprovada para o tratamento das
complicacBes desta doencga € o rTPA (ISHISHITA, Y.; KIMURA, T. e MORITA,
A., 2012, MAKIHARA, N., et al., 2012). Isso evidencia a necessidade de
investimentos em mais estudos que possam ampliar o leque de opcbes

terapéuticas para o AVE.
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Alternativas terapéuticas experimentais tém sido alcangcadas com sucesso
no uso de células-tronco em diversas doencas neurolégicas, incluindo o AVE
(HESS et al.,, 2008, GOGEL, GUBERNATOR & MINGER 2011). Entre as
linhagens celulares, a fracdo mononuclear de células da medula éssea (CMMO)
desponta com resultados promissores, destaque como fonte alternativa a
aquisicdo de células-tronco para transplante e a facil obtencdo e ndo estarem
envolvidas em questdes éticas ou religiosas e manifestarem pluripoténcia no
receptor (DE VASCONCELOS DOS SANTOS et al, 2010, GIRALDI-
GUIMARAES, A., et al.,, 2009). Além disso, estudo recentes apontam o0s
resultados benéficos do uso de células adultas da medula 6ssea no tratamento
de desordens neuroldgicas (WISLET-GENDEBIEN, S., et al., 2012). Neste
sentido, o transplante autdélogo emerge com beneficio adicionais aos estudo
experimentais tal qual a minimizacéo de efeitos adversos relacionado a possiveis
reacBes imunoldgicas relacionadas a terapia celular de linhagens heterélogas
(KAN, I.; MELAMED, E. e OFFEN, D., 2007). Apesar do uso frequente de CMMO
para o tratamento de diferentes desordens neuroldgicas experimentais e da atual
aplicacédo de linhagens aut6logas em poucos destes experimentais, ainda se tem
pouco dominio acerca dos efeitos do tratamento sobre alteracdo de resposta

inflamatoria e alteracao funcional em tratamentos pés-isquemicos.

No presente trabalho, utilizamos um modelo experimental de AVEi focal
para avaliar os efeitos do implante autélogo de células mononucleres da medula
o0ssea (CMMOSs) sobre isquemia focal da area S1/M1, bem como investigar as
repercussdes funcionais relacionados ao tratamento. Nossa estratégia de AVEi
experimental apresenta a vantagem de ser restrito a area de interesse e, assim,
permite avaliar as alteracfes funcionais especificas por testes comportamentais
estabelecidos na literatura. Desta forma, a evolucao funcional proporcionada
pelo tratamento com CMMOs apés o AVEI pode ser avaliada, assim como as

alteracdes histopatologicas.
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3 OBJETIVO

2.1 GERAL

Avaliar os efeitos morfofuncionais de transplantes autélogos de células
mononucleares da medula 6ssea (CMMO) em modelo experimental de isquemia

focal no cortex cerebral.

2.2 ESPECIFICOS

- Investigar alteracdes funcionais de intensidade exploratéria em modelo
de lesdo isquémica focal da representacdo sensoriomotora da pata anterior e
tratamento com inje¢cBes intravenosas de CMMO;

- Avaliar alteracdes funcionais de assimetria exploratéria em modelo de
lesdo isquémica focal da representacdo sensodriomotora da pata anterior e
tratamento com inje¢des intravenosas de CMMO;

-Analisar alteragdes funcionais de padrdes locomotores em modelo de
lesdo isquémica focal da representacdo sensoriomotora da pata anterior e
tratamento com inje¢des intravenosas de CMMO;

-Analisar a preservacao tecidual em modelo de lesdo isquémica focal da
representacdo sensoério-motora da pata anterior e tratamento com injecdes
intravenosas de CMMO;

-Analisar a neuropreservacdo em modelo de lesdo isquémica focal da
representacdo sensoério-motora da pata anterior e tratamento com injecoes
intravenosas de CMMO;

- Analisar a resposta inflamatéria cronica em modelo de lesédo isquémica
focal da representacdo sensériomotora da pata anterior e tratamento com
injecdes intravenosas de CMMO.
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3 MATERIAIS E METODO

3.1 O MODELO EXPERIMENTAL

Para se alcancar os objetivos deste trabalho, foram utilizados 15 Ratus
novergicus machos adultos, da linhagem Wistar, com massa corporal entre 250
e 300g e com faixa etaria entre 3 e 5 meses.

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Neuroplasticidade
e no Laboratério de Neuropatologia Experimental da Universidade Federal do
Para. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Animais de Experimentacéo da Universidade Federal do
Para (204-14/CEPAE /UFPA ANEXO UNICO).

Todos os animais foram submetidos a lesao isquémica no cortex sensorio-
motor primario (S1/M1), induzida por microinjecdes do peptideo vasoconstritor
endotelina-1 (ET-1, SIGMA). Os animais foram submetidos também aos
procedimentos cirdrgicos de extracdo/coleta da medula éssea femoral/tibial e a
testes comportamentais para avaliacdo funcional da pata anterior afetada pelo
AVEi. Os animais foram aleatoriamente distribuidos nos seguintes grupos: grupo
controle (ndo recebem transplante de CMMO), grupo tratado (recebem um
transplante de CMMO) e grupo duplo-tratado (recebem dois transplante de
CMMO) (FIGURA 6 e TABELA 1).
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FIGURA 6 - Organizacdo cronoldgica dos procedimentos experimentais. Os animais
foram previamente habituados e treinados por 10 dias consecutivos antas da realizacdo de
tarefa especifica durante a realizagao dos testes comportamentais. O dia O (zero) refere-se ao
dia da inducéo isquémica focal. Os dias 1 e 5 referem-se as sessfes cirlrgicas de extragdo
da medula 6ssea. As linhas verticais cinzas indicam o registro dos testes comportamentais em
-1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias referentes ao dia de inducdo isquémica. A linha horizontal de cor
preta representa o grupo Controle, a linha de cor verde representa o grupo Tratado e,
finalmente, a linha de cor vermelha representa o grupo Duplo-Tratado.




Tabela 1: Grupos experimentais.
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GRUPO DESCRICAO N
Animais com lesdo isquémica em S1/M1;
Controle Com medula Gssea tibial coletada 1 dia apos inducao
(GC) isquémica e com medula 6ssea femoral coletada 5 5
dias ap0s inducao isquémica;
Com injec¢Oes intravenosas de veiculo 1 e 5 dias apos
a lesdo isquémica.
Animais isquémicos;
Tratado Com medula 6ssea tibial coletada e processada 1 dia
(GT) apos induc;ép isquém_ica e com medu_la Ossea femoral 5
coletada 5 dias apos inducao isquémica;
Com injecdes de CMMO 1 dia apos leséo isquémica e
com injecdes de veiculo 5 dias apds isquemia.
Animais isquémicos;
Duplo Com medula 6ssea tibial coletada e processada 1 dia
e apos inducao isquémica e com medula 6ssea femoral 5
coletada e processada 5 dias ap6s inducédo isquémica;
(GDT)

Com injecoes de CMMO 1 e 5 dias apo0s a leséo
isquémica.

3.2 PROCEDIMENTOS BIOTERIAIS E CUIDADOS COM OS ANIMAIS

Os animais foram mantidos em caixas coletivas, armazenadas em

ambiente com temperatura mantida a ~25°C, ciclo claro/escuro (12-12h), com

alimento e 4gua ad libitum. Para evitar possiveis comportamentos de ansiedade,

os animais foram habituados ao local de execucdo dos testes funcionais e a

manipulacdo humana durante os 3 primeiros dias do periodo de treino (15

minutos por dia) para posterior execucdo dos testes comportamentais e

obtencao dos dados funcionais.
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3.3 TESTE DE EXPLORACAO VERTICAL (TESTE DO CILINDRO).

O teste da exploracdo vertical (ou teste do cilindro) foi utilizado no
presente trabalho para avaliar a assimetria motora da pata anterior
(SCHALLERT et al., 2000). Sendo um teste sensério-motor, é utilizado para
avaliar o uso da pata anterior durante a exploracdo do ambiente, porém nao
avalia a realizacdo de uma tarefa motora de maior complexidade, a exemplo da
atividade apreensdo de um sélido. Este teste também foi utilizado como
parametro para andlise de frequéncia exploratéria que permite comparar a
frequéncia de icadas para se determinar alteracbes da integridade das
faculdades exploratérias motoras gerais do animal (SCHALLERT et al., 2000).

Para a realizacdo deste teste, utilizamos um aparato cilindrico de vidro
com 20 cm de diametro e 40 cm de altura. O cilindro foi alinhado com um aparato
composto de duas placas de vidro espelhado, com angulacdo de 90° entre as
placas, de modo a permitir a visualizagdo e captura de mais de um angulo de

visdo do animal durante a realizacao do teste (FIGURA 7).

FIGURA 7- Teste do cilindro. Animal experimental sendo submetido & analise de exploragéo
vertical no aparato de teste em situacdo de icada (A) e pouso (B).

Este teste apresenta a vantagem de nao necessitar de quaisquer tipos
de condicionamento, habituacdo ou de pré-treino dos animais no aparato de
realizagdo do experimento. Foram analisados cinco minutos de video do animal,
a partir do posicionamento do animal no solo do cilindro, em cada evento de

teste. Na analise do video, avaliamos a pata anterior (direita ou esquerda) que
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primariamente é utilizada para apoio no cilindro ao fim dos eventos de icada e
pouso do animal.

A quantificacdo do teste de assimetria se deu pelo registro do modo de
utilizacdo dos membros anteriores do animal em cada ciclo exploratério no
cilindro, que compreende o comportamento entre a icada (quando o animal se
projeta a postura bipede) do animal e o pouso ( quando o animal retorna ao
posicionamento quadrupede), com 2 variacdes de eventos:

1) Primeiro contato no solo ou na parede com a pata esquerda;

2) Primeiro contato no solo ou na parede com a pata direita.

Os dados quantitativos foram processados em valores porcentuais a fim
de representar assimetria, demonstrando porcentagem média de utilizacao da

pata esquerda (afetada pela lesdo cerebral).

3.4 AVALIACAO DAS HABILIDADES LOCOMOTORAS (TESTE DA
ESCADA HORIZONTAL).

O teste da escada horizontal foi realizado em um aparato formado por
duas placas acrilicas, tendo cada uma delas, dimensdes de 100 cm de
comprimento e 20 cm de altura que sdo interligadas por hastes removiveis de
metal com 20 cm de comprimento e 0,3 cm de diametro (FIGURA 8A). O aparato
permite o ajuste da distancia entre hastes, possibilitando a modificacdo da
sequéncia de distribuicdo das mesmas, alterando a dificuldade de execucéo do
teste (FIGURA 8B). Seguindo descricdo de Metz & Whishaw (2009), as placas
foram distanciadas, induzindo que o animal percorra o trajeto do aparato entre
uma gaiola padréo e sua gaiola nativa de armazenamento em um Unico sentido,
de modo que seja possivel a visualizar a realizagéo do teste da pata de interesse.
Tem a finalidade de obter demonstracdo quantitativa da habilidade sensorio-

motora do membro do animal no momento da execucao do teste.
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FIGURA 8- Desenho esquematico da escada horizontal. (A) Desenho esquematico do
aparato. (B) Padrbes alternados de distribuicdo das hastes utilizadas no teste da escada
horizontal para todos os animais neste trabalho. Os pontos pretos e cinzas indicam os
protocolos que utilizamos com a preseng¢a ou auséncia das hastes, respectivamente.

Fonte: (A) adaptado de Metz & Whishaw, 2009.

A andlise do teste é realizada tanto de maneira qualitativa, investigando
os eventos ocorrentes (TABELA 2), quanto de maneira quantitativa,
quantificando a frequéncia de ocorréncia das qualidades dos eventos de
passadas do animal durante a realizacdo do teste (FIGURA 9).
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TABELA 2: Valores atribuidos aos eventos descritos para analise qualitativa do teste
da escada horizontal (ver também FIGURA 9).

IDENTIFICACAO MOVIMENTO DESCRICAO

(0)

()

(In)

()

(V)

(V)

(V1)

Erro

Queda

Queda parcial

Reposiciona-
mento

Correcao

Apoio

Acerto

A pata ndo faz contato com nenhuma barra e
ocorre queda do membro do animal, entre entre
os degraus, perturbando a postura e equilibrio do
animal.

A pata exerce contato com a barra e quando
ocorre a descarga do peso do animal, 0 membro
escorrega e ha a queda profundamente entre os
degraus, perturbando a postura e equilibrio do
animal.

A pata faz contato com uma barra e quando
ocorre a descarga do peso do animal o membro
escorrega, mas nao ha queda. O animal é capaz
de manter o equilibrio e continuar a marcha
coordenada.

A pata faz contato com uma barra e antes de
ocorrer a descarga do peso do animal e queda do
membro, reposiciona em outra barra.

A pata intencionado a fazer contato com uma
barra, mas antes de qualquer contato reposiciona-
se e faz contato com uma outra barra. A pata faz
contato com a barra e reposiciona-se levemente
sobre ela.

A pata faz contato com uma barra, de forma
parcial, ou seja, com um dedo ou punho e mesmo
com a descarga de peso do animal ndo ocorre a
queda.

A pata faz contato com a barra, com a palma do
membro e os dedos fechados, ndo ocorre queda
do membro ap6s a descarga do peso do animal.

Fonte: Adaptado de Metz &Whishaw, 2009; Tennant& Jones, 2009).
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FIGURA 9 - Classificacdo dos movimento durante a realizacdo do teste da escasda
horizontal.Variacéo de eventos de posicionamento do membro anterior na escada horizontal
cosiderados na avaliacdo. Nos diagramas: Posicionamento inicial da pata (em cinza),
Posicionamento final da pata (em preto). Fonte: Adaptado de (FARR, et al., 2006).
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A analise quantitativa do teste da escada horizontal se deu a partir da
frequéncia das qualidades de movimento: erros (O, | e 1l), compensacdes (lll, IV
e V) e acertos (VI), em cada tentativa.

Com o objetivo de atenuar reacfes de estresse e ansiedade para este
teste, realizamos a habituacdo dos animais ao aparato em trés etapas que
ocorreram em dias consecutivos. Inicialmente, por trés dias, os animais foram
habituados ao toque humano. Em seguida, iniciou-se efetivamente o periodo de
treino no aparato do teste. Os treinos se discorreram colocando o animal em uma
gaiola limpa, em uma das extremidades da escada horizontal, e a gaiola nativa
na outra extremidade da escada horizontal. A Ultima etapa se deu com o0s
animais ja habituados executando o teste de modo similar ao treino nos dias de

re-teste, ja utilizando as variacdes de padrées de hastes.

3.5 OBTENCAO E ANALISE DOS RESULTADOS DOS TESTES FUNCIONAIS
DA PATA AFETADA POR AVEi.

Os testes comportamentais que avaliam a habilidade de locomocéo da
pata anterior foram realizados nos dias -1, 3, 7, 14 e 27 ap6s inducao isquémica
(FIGURA 6), sempre no mesmo ambiente durante todo o periodo de
experimento, com iluminacdo homogénea e minimizacdo de odores e ruidos,
com o0 objetivo de evitara inducdo de estresse nos animais. Os testes
comportamentais deste estudo séo registrados com o auxilio de uma camera
filmadora digital Sony® (Handycam DCR-SR45) para serem analisados a
posteriore. A reproducdo dos registros de video foi feita pelo programa de
reproducéo de midias VCL® media player (Grupo VideoLAN), desacelerando a
velocidade de reproducéo original e/ou quadro a quadro. A andlise dos videos
se deu por analise sega, com identificacdo individual original oculta e as

identificagdes originais foram resgatadas apos a analise do video.
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3.6 CRANIOTOMIA E INDUCAO ISQUEMICA EXPERIMENTAL

No dia 0 (ver FIGURA 6), foram executados procedimentos cirargicos
objetivando reproducdo de um modelo de lesédo cortical isquémica focal. Os
animais foram anestesiados com uma mistura de Cloridrato de Cetamina
(Vetanarcol®, Konig. 72mg/kg) e Cloridrato de Xilazina (Kensol®, Konig. 9mg/kg).
Apos a auséncia dos reflexos de dor, a area de incisdo foi tricotbmizada e
higienizadas com alcool iodado, em seguida os animais foram devidamente
posicionados em aparelho estereotaxico (Insight®, EFF-336).

Utilizando broca cirdrgica odontologica (Carbide 1/2 de 25mm.)
realizamos craniotomia para acesso a superficie cortical contendo area
correspondente sensério-motora (S1/M1) em coordenadas correspondentes a
representacdo da pata anterior. Com auxilio de micropipeta de vidro calibrada
(SIGMA), foram realizadas trés microinjeces de meio microlitro (0,5ul) de
solucéo contendo quarenta picoMols (40 pMol) de endotelina-1 (ET-1 - Sigma-
Aldrich®) diluida em PBS contendo azul de colanil (pigmento biologicamente
inerte - cobre ftalocianina AR-BR 0030). As microinjecdes foram realizadas nas
seguintes coordenadas estereotaxicas, todas referentes ao Bregma: (-3,0mm
Médio-Lateral - ML, -0,5mm Antero-Posterior - AP), (-3,0mm ML, +0,5mm AP), e
(-3,0mm ML, +1,5mm AP), respectivamente (FIGURA 10). Apés o término das
microinje¢des, 0s animais tiveram a incisdo cutanea suturada e devidamente
higienizada. Ap0és cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas individuais até

o fim da sedacéo.
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FIGURA 10- Desenho esquemaético da craniotomia e da posi¢cdo das microinjecédo de ET-
1. Representacdo de area de microinjecdo de ET-1 em plano coronal (A) e em plano
parasagiltal (B). Fonte: Adaptado de Paxinos, 1982.
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3.7 TRANSPLANTE AUTOLOGO DE CMMO

Nos primeiro e quinto dias pos-isquémicos, todos os animais deste estudo
passaram por cirurgia de extracdo da medula éssea tibial (1° dia) e femoral (5°
dia), respectivamente. Para tanto, os animais lesionados foram anestesiados a
partir do mesmo protocolo utilizado na intervencgdo cirargica anterior (ver item
3.6).

3.7.1 Aspiracdo da Medula Ossea

Para obtengcdo da medula Gssea tibial, os animais foram previamente
anestesiados e apds a remissao dos reflexos a dor, realizou-se tricotomia e
assepsia na regido lateral da pata posterior do animal. Com o auxilio de uma
lamina de bisturi, realizamos uma incisdo cutanea para formar um ponto de
acesso a face lateral da tibia. Com uma broca cirdrgica odontolégica (Carbide
1/2 de 25mm), fizemos um desgaste pontual entre a face frontal tibial e 0 musculo
tibial anterior. Entdo, foi completado o acesso ao canal 6sseo por insercdo de
uma agulha conectada & uma seringa de 5ml contendo heparina (20ul) e o meio
de cultura DMEM F12 (2ml) (Sigma-Aldrich®, D-8900; 10X1l). A medula 6ssea
da tibia foi aspirada lentamente. Esse procedimento foi realizado em ambas as

patas posteriores do animal.

No quinto dia pés-inducao isquémica experimental, os animais foram
novamente anestesiados (ver item 3.6) e submetidos a cirurgia para aspiracao
da medula 6ssea femoral. Apos a remissao dos reflexos dolorosos, realizamos
tricotomia e assepsia na regido lateral da coxa do animal. Com o auxilio de uma
lamina de bisturi, fizemos uma incisdo cutadnea formando um ponto de acesso ao
fémur entre os muasculos gluteo médio e quadriceps femoral, de modo que as
fiboras musculares de ambos os musculos ndo fossem substancialmente
lesionadas, para visualizacdo da face lateral do fémur, proximo ao forame
nutricio. Entdo, a partir deste momento, séo feitos o desgaste 0sseo e aspiracao
da medula éssea femoral, aos modos de como anteriormente descrito na

extracdo da medula 6ssea tibial.
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3.7.2 Separacao das CMMO e Transplante aut6logo

Para a separacdo das células mononucleares, a medula 6ssea coletada
foi diluida em solucéo total de 5ml de meio de cultura DMEM-F12 e soro fetal
bovino (200ul - Sigma-Aldrich®) e dissociada mecanicamente até a
homogeneizacdo da solucdo. A seguir, essa solucdo foi adicionada,
cuidadosamente, em um tubo Falcon de 15ml contendo 5 ml de Ficoll-
Histopaque® (Sigma-Aldrich®, 10831-6X100XL), de modo que a solugao n&o se
misturasse ao Ficoll neste momento. Este preparado foi centrifugado por trinta
minutos a 400 G. Apos a centrifugacédo, a faixa intermediaria entre o Ficoll e o
meio DEMEM F12, a qual foram contidas as CMMOs, foi visualizada, aspirada e
lavada em trés séries em 2ml de solugdo DMEM F12 e soro fetal bovino (20ul)
por 5 minutos a 2000 rpm, sempre descartando o0 sobrenadante e
ressuspendendo a massa restante no tubo, antes da lavagem seguinte.

Apés as lavagens, para a avaliacao da viabilidade celular, as células foram
ressuspensas em solucdo composta de 180ul de DMEM-F12 e 20pl de soro fetal
bovino. Posteriormente, uma aliquota de 50pl foi retirada desta Ultima solucdo
para contagem das células CMMOs, com o auxilio de Camara de Neubauer
(citbmetro) para se quantifica as células viaveis, que séo selecionadas pelo teste
de ndo incorporacdo de azul de Tripan , onde as células viaveis foram
diferenciadas das células inviaveis, uma vez que células viaveis ndo incorporam
Azul de Tripan para seu citosol (BRENNEMAN et al 2010; CARDOSO et al
2012). Em seguida, um montante aproximado de 10’ de CMMO, suspenso em
PBS estéreo, foi reimplantado por via endovenosa (veia caudal) no animal de
origem, atentando para injecdo lenta e continua no lume venoso, efetuando-se
assim o tratamento com transplante autélogo de CMMO.

Os animais do grupo Controle ndo tiveram a medula 6ssea processada
e transplanta, recebendo assim apenas injecdo de PBS estéreo (veiculo), nos
dias de transplantes de CMMO correspondentes ao dos grupos tratados. Os
animais do grupo Tratado ndo tiveram a medula éssea femoral processada e
transplanta, recebendo assim apenas injecdo de PBS estéreo (veiculo) no 5° dia

pos-isquémico. Apenas 0s animais do grupo Duplo Tratado receberam 2
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transplantes de CMMO (dia 1 e dia 5 pés-AVEi) e, consequentemente, somente
neste grupo experimental a medula 6ssea femoral foi processada e transplanta

Nnos animais.

3.8 PROCEDIMENTOS POS-CIRURGICO

Na primeira semana poés-cirdrgica, 0os animais tém, diariamente, suas
suturas higienizadas com alcool iodado (Farmax®) e recebem aplicacdo de
bactericida pomada de sulfato de neomicina (Medley®), sendo que nos dias de
ocorréncia de testes comportamentais, este procedimento € efetuado apés a
realizacéo dos testes. Ao fim do tempo de sobrevida, os animais sao perfundidos,
tendo seus encéfalos fixado por perfuséo intracardicamente e crioprotegido a fim

de realizar a microtimia e as analises histologicas.

3.8.1 PERFUSAO

No vigésimo oitavo dia péds-isquémico, concluidos os testes
comportamentais do dia, os animais foram anestesiados e ap0s abolidos os
reflexos de dor e corneano, foram perfundidos , via coracdo) com 300 ml de
tampao fosfato salina (PBS 0,1M; 0,9%; pH 7,2 — 7,4) heparenizada (0,1ml/L),
seguido de 300 ml de paraformaldeido (4%) em tampao fosfato (PB 0,1M; pH 7,2
— 7,4). Depois da retirada do encéfalo de cada animal, este foi pdés-fixado por 24
horas em solucdo de paraformaldeido (4%) em tampao fosfato (PB 0,1M; pH 7,2
— 7,4), seguindo de protocolo de crioprotecdo em solucdes de concentracdes
crescentes de sacarose diluida em mistura PB (0,1M; pH 7,2 — 7,4) ¢/ 10% de

glicerina.
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3.8.2 Obtencéo dos cortes histologicos

Para obtencdo de secc¢des histologicas de plano coronal seriadas, 0s
encéfalos crioprotegidos foram incluidos em gel (Tissue tek) e, apos
congelamento, foram cortados em orientagcdo segundo o plano coronal a uma
espessura de 50um com o auxilio de criostato (Leica - CM1850). As sec¢des foram
coletadas em placas de cultura de 24 pocos contendo PB 0,1M e foram
conservadas em geladeira por tempo breve para posterior utilizacdo em coloragéo

histol6gica e ensaios imunoistoquimico.

3.9 PROCESSAMENTOS HISTOLOGICOS

3.9.1 Area de les&o isquémica

Para se evidenciar a area da lesdo isquémica, utilizamos a técnica de
coloracdo com Violeta de Cresila (coloracao de Nissl) que permite a visualizacao
dos corpos celulares de neurénios e células da glia. A regido de microinjecéo de
ET-1 e consequentemente corresponde a regido isquémica, é determinada pela
presenca do corante azul de colanil, adicionado a solucéo de ET-1, pelo palor
tecidual, e/ou pela descontinuidade tecidual (auséncia de corpos celulares e/ou
matriz extra-celular na area cortical de estudo) resultante do processo isquémico.
Esta area (area de lesédo isquémica) foi fotografada e sua area foi medida e

comparada entre os diferentes grupos experimentais do presente trabalho.

3.9.2 Densidade neuronal
Os corpos neuronais foram marcados com anticorpo monoclonal anti-
NeuN (NEUronal Nuclei; clone A60) Millipore® (1:100), que se liga a um epitopo
no ndcleo de neurdnios maduros (MULLEN et al., 1992). Desta forma, poderemos
contar especificamente quantos neurbnios estdo presentes na area de interesse

do presente estudo.
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3.9.3 Ativagao microglial
A presenca de macrofagos e microglia ativados na area da leséo
isquémica e na area de penumbra isquémica foi evidenciada com marcacao do
anticorpo monoclonal ED1 (Anti-Macrophages/Monocytes Antibody, clone ED-1)
Millipore® (1: 100,), que reconhece um epitropo ha membrana dos lisossomos
de macréfagos ativados (ROBINSON et al.,, 1986). Desta forma, poderemos
quantificar a presenca de microglias ativadas e correlacionar estes resultados

com a intensidade da neuroinflamacao.

3.9.4 Cicatriz Glial

Para se investigar a densidade de astrOcitos e cicatrizagdo glial
formada na area de lesdo do tecido nervoso, realizamos imuno-histoquimica
para o anticorpo monoclonal anti-GFAP (glial fibrillary astrocytes protein) Sigma®
(1: 1000), que reconhece um epitopo da proteina fiblilar do astrocito. Assim,
avaliamos o tamanho da cicatriz glial formada da area de lesdo isquemica
(S1/M1) dos animais dos grupos controle, tratados e duplo tratados, assim como

guantificamos a quantidade de astrocitos marcados na area de lesdo isquémica.

3.10 Estereologia

A visualizacdo dos tecidos corados ou imuno-marcados foi feita com o
auxilio de um microscopio (Nikon® labophot trinocular), acoplado a uma camera
fotoreceptora (Toshiba® ccd), ligada a uma unidade controladora (ik-cud44a -
Thoshiba) e conectada a uma platina motorizada Prior® (OptiScan Il) de modo a
permitir a captura de imagens digitais e a localizacdo exata dos pontos
cartesianos dos registros visuais realizados na area de interesse do estudo.

Realizamos analise quantitativa da area de lesdo, com o auxilio do
programa de computacdo Imagel®, a partir da reconstituicdo de imagens
capturadas na magnificacdo de 100x em sistema de microscopia Optica supra

citado
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Também efetuamos analise quantitativa de neuroprotecdo, ativacao
microglial e astrécitose, onde com o auxilio de sistema Otico supracitado
integrado ao Programa de computacéo Stereologer2000® foram quantificadas as
células imuno-marcadas para as devidas analises (anti-Neu-N, Anti-ED1 e Anti-
GFAP respectivamente). Apos reacdo imunohistoquimica, as laminas contendo

as seccoOes foram diafanizadas e inspecionadas.

As células com padrao positivo de imuno-marcacao correspondente foram
quantificadas seguindo parametros do Stereologer2000®, onde foram analizados
25 campos de contagem distribuidos na area de 2500um?2 a partir do centro

isquémico.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos obtidos foram tabulados em planilhas do programa
Excel® (Mocrosoft®). Os achados numéricos das tipologias investigadas foram
analisados e comparados estatisticamente utilizando o programa de computacao
Graphpadprism® 6.0 no qual foi feita andlise de variancia (ANOVA) para
pareamento dos dados intergrupos e pés-teste de Bonferroni. A significancia dos

dados foi pré-estabelecida em 95% com p<0,05.
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4 RESULTADOS

No presente estudo, induzimos AVE isquémico focal, usando
microinjecdes do vasoconstritor ET-1, na area S1/M1 do hemisfério cerebral
direito de ratos adultos com objetivo de causar alteracdo funcional no
desempenho motor da pata anterior esquerda do animal para avaliar a eficiéncia
do tratamentos com transplante autélogos CMMO na estrutura morfolégica da
area cortical cerebral afetada (investigando preservacdo tecidual,
neuropreservacao e alteracdes de sinais inflamatorios) bem como em alteracdes
sensoério-motora do animal através de testes comportamentais de tarefas

exploratérias e de atividade motora especifica.

4.1 ANIMAIS SUBMETIDOS A LESAO ISQUEMICA FOCAL
EXPERIMENTAL EM S1/M1 NAO DEMONSTRAM ALTERACOES DE
PADRAO DE FREQUENCIA EXPLORATORIA

Investigamos, neste estudo, as alteracdes de desempenho de evento
exploratério (icada) dos animais submetidos ao protocolo de leséo isquémica focal
de S1/M1 com o objetivo de avaliar a atividade motora global (comportamento de
icadas) para determinarmos o grau de comprometimento motor dos animais apos
isquemia do cértex cerebral. Nenhum dos animais nos grupos estudados (GC, GT,
GDT) demonstrou alteracdes na frequéncia de icadas, demonstrando que o
modelo experimental de lesdo focal isquémica nao influenciou negativamente, ou
positivamente, sobre a frequéncia exploratoria dos animais (tratados ou ndo com
CMMO). Isto torna nosso modelo experimental mais sensivel a resposta aos
tratamentos experimentais com CMMO ( FIGURA 11 A).
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4.2 ANIMAIS SUBMETIDOS A LESAO ISQUEMICA FOCAL EM S1/M1 E
TRATADOS COM TRANSPLANTE AUTOLOGO DE CMMO
DEMONSTRAM PRESERVACAO E RECUPERACAO PARCIAL DE
PADRAO DE ASSIMETRIA EXPLORATORIA

Comparamos as alteracbes motoras manifestadas por animais
submetidos ao modelo de lesdo isquémica focal da area cortical de representacao
da pata anterior em S1/M1 quando tratados, ou ndo, com transplantes autlogos
de CMMO em estagio agudo do processo isquémico, demonstrando a frequéncia

meédia de utilizacdo da pata afetada foi alterada em todos 0s grupos experimentais.

Os animais do grupo Tratado (1 transplante aut6logo de CMMO)
manifestaram alteracdo funcional de assimetria exploratéria, menor do que 0s
animais do grupo Controle (sem transplante de CMMO) apresentaram. Os animais
do grupo Tratado (35,01% +8,24) diminui a frequéncia de utilizacdo da pata
afetada pelo AVEI, porém esta diminui¢do foi menos acentuada que do aconteceu
com os animais do grupo Controle (21,32%;+ 11,1) durantes os testes realizados
no 3° dia de sobrevida, demonstrando que o tratamento recupera (ou preserva) a
assimetria exploratoria dos animais que receberam transplante autélogo de com
CMMO (FIGURA 11).

Em andlise do desempenho em assimetria exploratéria em periodos
sub-agudos e crénicos (ou seja, mais tardiamente apés o AVEI), verificou-se que
a partir do 7° dia pés-isquémico, os animais do grupo Tratado (48,37% +1,76)
demonstraram recuperacdo parcial do padrdo de assimetria exploratoria, a qual
se manteve significativamente diferentes em 14 (43,35% +2,09), 21(48,25%
+3,13) e 28 (51,57% +5,5) dias pos-isquémico (FIGURA 11). Nao houve diferenca
significativa de desempenho motor no teste de assimetria entre 0S grupos
experimentais de animais que receberam 1 ou 2 transplantes de CMMO.
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4.3 ANIMAIS SUBMETIDOS AO TRANSPLANTE AUTOLOGO SUPLEMENTAR
DE CMMO NAO DEMONSTRAM ALTERACAO DOS PADROES DE
ASSIMETRIA DO USO DA PATA AFETADA POR AVEi.

Comparamos, ainda, alteracdes manifestadas por animais submetidos
a modelo de lesédo isquémica focal da area cortical de representacdo da pata
anterior em S1/M1, quando tratados, ou ndo, com transplantes autdlogos
suplementar de CMMO em estagio sub-agudo do processo inflamatorio

isquémico.

Os animais do grupo Duplo-Tratado manifestaram alterac&o funcional
de assimetria exploratéria menos intenso quando comparados com 0s animais do
grupo Controle. Houve, no grupo Duplo-Tratado (35,05% +5,51), diminuicdo da
utilizacdo da pata afetada significativamente menor quando comparado ao grupo
Controle, j4 a partir do terceiro dia de sobrevida.

Analise do desempenho em assimetria exploratéria em periodos sub-
agudos e cronicos, verificou-se que a partir do 7° dia pds-isquémico, os animais
do grupo Duplo-Tratado (43,68% +4,35) demonstraram recuperacdo parcial do
padrdo de assimetria exploratéria, a qual se manteve significativamente menor em
14 (48,66% +4,16), 21(45,49% +6,19) e 28 (53,92% +1,58) dias pds-isquémico
(FIGURA 11). Entretanto, os animais do grupo Duplo-Tratado (receberam 2
transplantes autélogos de CMMO) ndo demonstraram desempenho funcional
melhor, no teste assimetria exploratoria, do que os animais do grupo Tratado
(apenas 1 transplante autdlogo de CMMO) em todo o periodo poés-isquémico
estudado no presente trabalho (FIGURA 11).
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FIGURA 11 . TESTE DO CILINDRO: Frequéncia Exploratdria e Assimetria assimetria de uso
da pata anterior: Analise da frequéncia média de icadas por sessdes de teste. Assimetriade uso
da pata anterior: Analise de utilizacao da pata afetada em exploracéo do cilindro. Grupo Controle
(Linha preta), Grupo Tratado (Linha Verde), Grupo Duplo-Tratado (linha vermelha). ANOVA, pés-
teste de Bonferrone, ***p<0,001 **p<0,01 *p<0,05 (comparacdo GC x GT), ###p<0,001 ##p<0,01
#p<0,05 (comparacdo GC x GDT).
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44  ANIMAIS TRATADOS COM CMMO DEMONSTRARAM
PRESERVACAO E RECUPERACAO DA FUNCAO MOTORA DA PARA
ANTERIOR (AFETADA POR AVEI() EM TESTE DA ESCADA HORIZONTAL

Os animais deste estudo foram submetidos a um modelo de lesdo
isquémica focal da area de representacdo da pata anterior em S1/M1 que
manifesta alteracdo funcional especifica da pata anterior contralateral ao
hemisfério cerebral lesionado, demonstrada em avaliagdo de desempenho motor
no teste funcional da escada horizontal (ver item 3.4). Os animais do grupo
Controle manifestaram alteracdo funcionais significativa de desempenho da
atividade motora no periodo de sobrevida pés-isquémico (ver FIGURA 12). Os
padrbes de movimento O, I, I, Il e IV sofreram alteragdes de desempenho motor
gue, mesmo quando significativos, foram reestabelecidos espontaneamente até o
fim do periodo de sobrevida, enquanto os padrdes V e VI foram alterados
significativamente demostrado pela andlise estatistica intra-grupo, mostrando
especificamente que ocorreu aumento do padrédo de movimento V, enquanto que,
consequentemente, houve diminuicdo do padrédo de movimento VI. Isto significa
gue houve diminuicdo do movimento de apreensao total das hastes do aparato da
escada horizontal durante a realizacdo do teste no periodo pés AVEi ( FIGURA
12).

O desempenho dos movimentos dos animais do grupo Tratado, quando
comparados com o dos animais do grupo Controle, manifestou-se sem diferenca
significativa ao fim do periodo de sobrevida para as qualidades de movimento O
, L, 1L L 1V e V, destacando-se a qualidade V que apresentou diminuigéo de
frequéncia de ocorréncia nos retestes em 7 (4,13 +0,36), 14 (4,3 £0,58) e 21
(4,83 £0,67) dias ap6s inducao isquémica; ndo houve diferenca significativa em
28 dias apos isquemia (ver FIGURA 12).

A qualidade de movimento VI (Acerto) apresentou diferenca significativa de
frequéncia de ocorréncia nos retestes pés-isquemia, entre os grupos Tratado e
Controle. Quando comparado ao GC, o GT (3,56 +0,34) apresentou preservagao
da frequéncia média de acertos (IV) durante a fase aguda da les&o isquémico do
cortex S1/M1. Durante o periodo sub-agudo (4,66 +0,56) da lesdo isquémica, o

GT demonstrou recuperacao parcial dos padrbes de frequéncia de movimento VI
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gue se manteve durante todo o periodo de sobrevida observado em 14 (4,36 +
0,32), 21 (4,83 +0,61) e 28 (5,06 +0,27) dias pos-isquémia (FIGURA 12). Isto
significa que o desempenho motor dos animais deste grupo se manteve melhor

do que o desempenho motor dos animais do grupo controle.

45 ANIMAIS SUBMETIDOS A TRATAMENTO AUTOLOGO
SUPLEMENTAR COM CMMO DEMONSTRARAM MELHORA DA
RECUPERACAO DE PADRAO MOTOR EM ESCADA HORIZONTAL

Um dos objetivos do presente trabalho é avaliar se duplo transplante
autdlogo de CMMO em modelo experimental de AVEi promove recuperacao do
padrdao de desempenho motor no teste da escada horizontal, a fim de avaliar
alteracdes recorrentes de tratamento autélogo suplementar com CMMO em fase

sub-aguda do curso da isquemia.

O desempenho dos animais do grupo Duplo-Tratado, quando comparados
com o dos animais do grupo Controle, manifestou sem diferenca significativa para
as qualidades de movimento O, I, 11, lll, IV em todos o periodo pos-AVEi avaliados.
Destacamos que a qualidade do movimento V apresentou diminuicdo de
frequéncia de ocorréncia nos retestes em 7 (3,66 £0,23), 14 (2,80 £0,83), 21 (3,06
+0,27) e 28 (3,40 £0,43) dias ap0s inducdo isquémica (ver FIGURA 12).

Quando comparados com o grupo Tratado (animais que receberam apenas
1 transplante de CMMO), o Grupo Duplo-tratado se manifestou sem diferenca
significativa ao fim do periodo de sobrevida para as qualidades de movimento 0,
[, II, I, IV. Destacamos que a qualidade do movimento V apresentou diferenca
significativa de frequéncia de ocorréncia nos retestes em 14, 21 e 28 dias apés
inducgédo isquémica (FIGURA 12).

A qualidade de movimento VI apresentou diferenca significativa de
frequéncia de ocorréncia nos retestes pos-isquemia entre os grupos Tratado e
Controle. Quando comparamos ao GC, o GT (3,66 = 0,40) apresentou

preservacao parcial da frequéncia média de acertos (IV) em fase aguda do curso
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isquémico com significAncia estatistica. Em periodo sub-agudo (5,002 * 0,88) do
curso isquémico, o GDT demonstrou recuperacdo parcial dos padrdes de
frequéncia de movimento VI que se manteve durante todo o periodo de sobrevida
observado em 14 (6,40 +0,95), 21 (6,53 +0,98) e 28 (6,33 +0,80) dias apoés
indugéo isquémica ( FIGURA 12).

A qualidade de movimento VI apresentou diferenca estatistica significativa
de frequéncia de ocorréncia nos retestes pos-isquemiacita¢ entre GT e GDT.
Quando comparado ao GT, o GDT apresentou melhora na recuperagao parcial
significativa (estatisticamente) da frequéncia média de acertos (IV) a partir do 14°
dia poés-isquémico, diferenca esta que se manteve nos dias 21 e 28 pos-
isquemia ( FIGURA 12). Isto significa que dois episodios de transplantes de
CMMO, um no periodo agudo da lesédo isquémica e outro no periodo sub-agudo
da lesdo isquémica, ou seja, 1 dia apds a isquemia focal de S1/M1 e 5 dias apos
a isquemia focal de S1/M1, respectivamente, foram mais eficientes em promover
recuperacédo funcional da atividade motora da pata anterior afetada pelo AVEi
gquando comparados aos resultados dos animais que receberam transplante
autdlogo de CMMO apenas na fase aguda e/ou ndo receberam nenhum

tratamento.
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FIGURA 12- Analise de frequéncia média das qualidades de movimento. Durante a
janela temporal de erro (0), queda (| ), queda parcial ( 1l'), reposicionamento (Il ), correcéo ( 1V),
apoio (V), e acerto (VI). Grupo Controle (Linha preta), Grupo Tratado (Linha Verde), Grupo Duplo-
Tratado (linha vermelha). ANOVA, pés-teste de Bonferrone, ***p<0,001 **p<0,01 *p<0,05
(comparacdo GC x GT), ###p<0,001 ##p<0,01 #p<0,05 (comparacdo GC x GDT), ¥¥¥p<0,001
¥¥p<0,01 ¥p<0,05 (comparacdo GT x GDT).
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4.6 ANIMAIS SUBMETIDOS A LESAO ISQUEMICA FOCAL E TRATADOS
COM TRANSPLANTES AUTOLOGOS DE CMMO APRESENTAM
PRESERVACAO TECIDUAL DA AREA AFETADA

No presente estudo experimental, comparamos os efeitos do transplante
autélogo de CMMO em periodo isquémico inflamatério agudo, ou agudo e
subagudo, sobre alteragcdes morfolégicas do cortex cerebral relacionadas com
modelo de isquemia focal da area S1/M1 (FIGURA 13).

A leséo induzida por microinjecdes de 40 pMol do vasoconstritor ET-1, na
area de representacao da pata anterior em S1/M1 de um dos hemisférios cerebral,
foi visualizada nas secc¢des coronais ao longo da extensao de S1/M1 apés o tecido
nervoso ser corado por violeta de cresila (ver FIGURA 13). A &rea de lesao
provocada pelas microinjecdes de ET-1 foi caracterizada pelo palor tecidual, perda
tecidual, evidencias de infiltrado inflamatério e/ou descontinuidade de parénquima
tecidual ao longo do cortex cerebral, evidencias caracteristicas e/ou resultantes
do processo fisiopatolégico decorrente da isquemia.

Ao avaliar seccdes histologicas da area S1/M1 do hemisfério direito de
animais do grupo Controle, observou-se caracteristicas do processo
fisiopatolégico da isquemia, habitualmente observadas e estabelecida pela
literatura para area de leséo isquémica, tais como palor tecidual, perda tecidual,

desorganizacao das camadas do cértex cerebral (FIGURA 13 A).

Em andlise qualitativa de secc¢des da area S1/M1 do hemisfério direito dos
grupos Tratado e Duplo Tratado, observou-se preservacdo das caracteristicas
estruturais do tecido nervoso do cortex cerebral e notéria diminuicdo dos sinais de
processo fisiopatolégico da isquemia. Os animais apresentaram palor tecidual
pouco evidente ou ausente, pouca perda tecidual e preservacao da organizacéo
das camadas do cértex cerebral, guando comparado ao grupo Controle (FIGURA
13B e C).

Demonstramos que tanto os animais do grupo Tratado (746,5umz? £ 137,35)
guanto os animais do grupo Duplo Tratado (701,19um? £104,96) apresentaram
area de lesdo isquémica menor, 28 dias apOs inducdo isquémica, quando
comparados com o grupo Controle(1928,1um?2 £153,01) (FIGURA 14).
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FIGURA 13: Anédlise histopatolégica da &area de lesdo isquémica: LesBes isquémicas em
S1/M1 em cortes coronais do encéfalo e corados com violeta de cresila. Grupo Controle (A); Grupo
Tratado (B) e Grupo Duplo-Tratado (C). Corpo caloso (CC). * Centro de leséo.

Os animais do grupo Duplo Tratado ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa da area de lesdo quando comparados com 0s animais do grupo
Tratado, demonstrando, assim, que o Tratamento adicional de CMMO em periodo
Subagudo ndo promove alteracéo na preservacao tecidual além da provocada pelo
transplante de CMMO ainda no periodo agudo da inflamacgé&o provocada pelo AVEi.



67

AREA DE LESAO

O 15004

1000+

900+

e

MEDIA f SEC

FIGURA 14: Biometria da area de lesdo isquémica: Demonstracdo quantitativa da média da area
de lesdo. Grupo Controle (GC) coluna em Preto, Grupo Tratado (GT) coluna em xadrez Verde e
Preto, Grupo Duplo Tratado (GDT) coluna tracejada Vermelho e Preto. ANOVA, pés-teste de
Bonferrone, ***p<0,001 (compara¢do GC x GT), ###p<0,001(comparacdo GC x GDT), ¥p<0,05
(comparacdo GT x GDT).

4.7 ANIMAIS SUBMETIDOS A LESAO ISQUEMICA FOCAL E TRATADOS COM
TRANSPLANTES AUTOLOGOS DE CMMO APRESENTAM
NEUROPRESERVACAO EM S1/M1 EM PERIODO CRONICO

Neste estudo, comparamos os efeitos neuroprotetores do transplante
autélogo de CMMO em periodo isquémico agudo ou agudo e subagudo (FIGURA
15). Observamos neurodegeneracao relacionadas com o curso cronico de lesao
isquémica (FIGURA 15 A, a) no grupo Controle. Os grupos tratados apresentaram
parcial preservacdo dos padrées de densidade e organizacdo neuronal na area
isquémica (FIGURA 15 B,b e C,c)
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FIGURA 15: NEUROPRESERVACAQ: Secgdes com imunomarcaGio positiva para anti-
Neu-N. Perda neuronal em A (GC). Parcial preservacéo de organizacdo e densidade neuronal em
B (GT) e C (GDT). Ampliacdo de centro isquemico em a, b e c. Escala de 500um em A, B e C.
Escala de 100um em a, b, e c.



69

Demonstramos que tanto o grupo Tratado (1161+ 46,07 ) quanto o grupo
Duplo Tratado (1279,2 +53,168 ) apresentaram maior densidade de células NEU-
N+ na area investigada 28 dias ap0s inducao isquémica, quando comparados com
o grupo Controle (804,44 +63,245 ) (FIGURA 16).

Os animais do grupo Duplo Tratado apresentaram densidade neuronal
significativamente maior quando comparados com os animais do grupo Tratado,
demonstrando, assim, que o Tratamento adicional de CMMO em periodo Subagudo
promove melhora na neuropreservacdo provocada pelo transplante em periodo

agudo.
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FIGURA 16: Densidade Neuronal: Demonstragdo quantitativa da média da densidade neuronal
seccional. Grupo Controle (GC) coluna em Preto, Grupo Tratado (GT) coluna em xadrez Verde e
Preto, Grupo Duplo Tratado (GDT) coluna tracejada Vermelho e Preto. ANOVA, pés-teste de
Bonferrone, ***p<0,001 (comparacdo GC x GT), ###p<0,001 (comparacdo GC x GDT), ¥p<0,05
(comparacao GT x GDT).
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4.8 ANIMAIS SUBMETIDOS A LESAO ISQUEMICA FOCAL E TRATADOS COM
TRANSPLANTES AUTOLOGOS DE CMMO APRESENTAM INIBICAO DE
ATIVACAO MICROGLIAL EM S1/M1 EM PERIODO CRONICO

Neste estudo, comparamos os efeitos moduladores do transplante autélogo
de CMMO em periodo agudo ou agudo e subagudo sobre ativacao microglial apos
isquemia focal cortical (FIGURA 17). Observamos ativacao microglial relacionadas
com o curso cronico de lesdo isquémica (FIGURA 17 A, a) no grupo Controle. Os
grupos tratados apresentaram menor ativacdo microglial na é&rea isquémica

(FIGURA 17 B,b e C,c), quando comparados com o grupo Controle.

FIGURA 17: Ativacdo Microglial: SeccBes com imunomarcacgdo positiva para anti-ED1.
Alta densidade microglial em A (GC). Baixa densidade microglial em B (GT) e C (GDT). Ampliagcéo
de centro isquémico em a, b e c. Escala de 500um em A, B e C. Escala de 100umem a, b, e c
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Observou-se que tanto o grupo Tratado (339,19 +51,46) quanto 0 grupo
Duplo Tratado (268.05 +63,304) demonstraram reducdo do numero de células
ED1+ na éarea investigada 28 dias apo6s inducao isquémica, quando comparados
com o grupo Controle (717,75 99,557 ) (FIGURA 18).

Os animais do grupo Duplo Tratado n&o apresentaram diferenca
significativa na densidade de Células ED1+ quando comparados com 0s animais
do grupo Tratado, demonstrando, assim, que o Tratamento adicional de CMMO em
periodo Subagudo ndo promove alteracdo na modulacdo inflamatdria provocada

pelo transplante em periodo agudo.
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FIGURA 18: Ativacdo microglial: Demonstracdo quantitativa da densidade média de células ED1+
seccional. Grupo Controle (GC) coluna em Preto, Grupo Tratado (GT) coluna em xadrez Verde e
Preto, Grupo Duplo Tratado (GDT) coluna tracejada Vermelho e Preto. ANOVA, pés-teste de
Bonferrone, ***p<0,001 (comparacdo GC x GT), ###p<0,001 ¥p<0,05 (comparacdo GT x GDT).

4.9 ANIMAIS SUBMETIDOS A LESAO ISQUEMICA FOCAL E TRATADOS COM
TRANSPLANTES AUTOLOGOS DE CMMO APRESENTAM DIMINUICAO DE
DENCIDADE DE CICATRIZ GLIAL EM S1/M1 EM PERIODO CRONICO
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No presente estudo, comparamos os efeitos do transplante autdlogo de
CMMO em periodo agudo ou agudo e subagudo sobre a cicatrizacdo glial apos
isquemia focal. Observamos densidade astrocitéria caracteristica da fisiopatologia
de lesédo isquémica (FIGURA 19 A, a) no grupo Controle. Os grupos tratados
apresentaram menor densidade astrocitaria na area isquémica (FIGURA 19 B,b e
C,c), quando comparados com o grupo Controle. Atentando para concentracao de
células GFAP+ no centro isquémico preservado (FIGURA B e C).

FIGURA 19: Astrogliose: Sec¢Bes com imunomarcacdo positiva para anti-GFAP. Alta
densidade periférica em A (GC). Densidade astroglial menor em B (GT) e C (GDT). Ampliacao de
centro isquémico em a, b e c. Escala de 500um em A, B e C. Escala de 100um em a, b, e c.
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Observou-se que tanto o grupo Tratado (832,63 42,625 ) quanto o grupo
Duplo Tratado (706,94 +54,771) apresentaram reducdo do numero de células
GFAP+ na area investigada 28 dias apos inducao isquémica, quando comparados
com o grupo Controle (1117,7 £85,084 ) (FIGURA 20)

O grupo Duplo Tratado apresentou diminuicdo significativa na densidade
de Células GFAP+ quando comparados com o grupo Tratado, demonstrando,
assim, que o tratamento adicional de CMMO em periodo subagudo promove
melhora da diminuicdo da densidade astrocitaria provocada pelo transplante em

periodo agudo, apds surto isquémico.
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FIGURA 20: Astrogliose: Demonstragdo quantitativa da média da densidade astrocitaria seccional.
Grupo Controle (GC) coluna em Preto, Grupo Tratado (GT) coluna em xadrez Verde e Preto, Grupo
Duplo Tratado (GDT) coluna tracejada Vermelho e Preto. ANOVA, pos-teste de Bonferrone, ***
p<0,001(comparacdo GC x GT), ### p<0,001 (comparacédo GC x GDT), ¥ p<0,05 (comparacdo GT
x GDT).
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5 DISCUSSAO

5.1 CONSIDERACOES GERAIS

No presente estudo, utilizamos de um modelo de isquemia focal induzida
por injecao de ET-1, amplamente utilizado para provocar leséo isquémica focal
(BIERNASKIE et al. 2005; TENNANT & JONES 2009; LIVINGSTON-THOMAS
et al. 2013; CARDOSO, et al, 2012; CORREA, et al, 2012. Franco et 2012;
ROOME et al., 2014).

O modelo de isquemia com ET-1 em baixas concentrac¢des utilizado pela
primeira vez para provocar lesdao isquémica focal mostrou-se eficiente em
provocar lesdo no tecido nervoso e apresenta reprodutibilidade constante,
guando comparado com outros modelos de leséo (por exemplo ver GILMOR et
al, 2004), e gera déficits sensdriomotores demonstraveis em testes
comportamentais especificos e sensiveis para se avaliar atividade motora (ver
TENNANT & JONES 2009; LIVINGSTON-THOMAS et al. 2013; CARDOSO, et
al, 2012). Estudos anteriores, utilizaram de concentracdes elevadas de ET-1,
para provocar lesdo tecidual que se expressa em deficiéncia funcional severa
usando injecdes intraparenquimatosa de 80 a 320 pMol do peptideo ( HSU &
JONES 2005; HEWLETT&CORBETT 2006; TENNANT&JONESL 2009;
LIVINGSTON-THOMAS et al. 2013). No presente trabalho, utilizamos injecbes
de 40pMol de ET-1, para mimetizar lesao isquémica cortical .

A inducdo da isquemia focal feita por microinjecbes de ET-1, na
concentracdo e coordenadas esterotaxicas aqui utilizadas, mostraram-se
eficazes para provocaram alteracBes funcionais motoras consistentemente
associadas a danos na area sensoriomotora primaria (S1/M1) (BEDERSON, et
al., 1986; CENCI, et al., 2002), permitindo assim usarmos o0 modelo experimental
para investigar alteragcbes morfofuncionais, no curso inflamatério isquémico,
provocadas por intervencfes terapéuticas como a utilizagdo do transplantes

autologos endovenosos de CMMO em periodo agudo, ou agudo e subagudo.
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52 MODELO DE LESAO ISQUEMICA FOCAL E TRATAMENTOS
AUTOLOGOS DE CMMO NAO PROMOVERAM ALTERACOES DE
INTENSIDADE EXPLORATORIA

Estudos demonstraram a utilizacéo de ET-1 para mimetizar isquemia focal
enceféalica e provocar alteragdes funcionais utilizando faixas de concentracdo do
vasoconstritor acima da utilizada no presente estudo ( HSU & JONES 2005;
HEWLETT & CORBETT 2006; TENNANT & JONESL 2009; LIVINGSTON-
THOMAS et al. 2013). Entretanto essas concentracdes provocam alteracdes
locomotoras severas. A baixa concentracdo de ET-1, utilizada no presente
estudo, para mimetizar isquemia focal cortical ndo provocou alteracdo de
intensidade exploratéria nos animais, sendo essa uma funcionalidade
sensoriomotora afetada por lesdes mais intensas do que a utilizada no presente
estudo (item 4.6) (HEWLETT&CORBETT 2006; TENNANT&JONESL 2009;
LIVINGSTON-THOMAS et al. 2013), e tendo o presente modelo provocado
alteracdes funcionais motoras de assimetria exploratéria e de atividade
sensdériomotora especifica (itens 4.4 e 4.5 ), podemos afirmar que o modelo de
isquemia focal utilizado é elegivel para se avaliar alteracdes funcionais

especificas.

As abordagens de tratamento com CMMO utilizadas no presente estudo
nao promoveram alteracfes dos padrBes comportamentais de intensidade
exploratéria normais, demonstrando que a metodologia empregada para o
tratamento ndo afetou negativamente as funcdes motoras do modelo

experimental (item 4.1)

5.3 TRATAMENTOS AUTOLOGOS DE CMMO PROMOVERAM
PRESERVACAO PARCIAL DE PARAMETROS DE ATIVIDADE
EXPLORATORIA

Lesbes isquémicas sdo provocadas por morte celular inicialmente em
resposta a hipoxia e, em seguida, ampliadas pela resposta inflamatéria. No

cOrtex motor, esse tipo de lesédo provoca alteracBes motoras contralaterais com
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déficits diretamente relacionados com a intensidade da leséo, esses déficits sdo
diretamente relacionados com alteracdes de organizacdo neural da area afetada.
No presente trabalhom utilizamos modelo de lesdo isquémica focal na area
S1/M1 que provocaram desorganizacao neuronal (item 4.7) que repercutiram em

alteracdes de padrdes de assimetria exploratéria (item 4.2).

A abordagem terapéutica com CMMO atuando com efeito de modulacéo
inflamatoria ja é amplamente investigadas na problemética do curso isquémico
(KAN, I.; MELAMED, E. e OFFEN, D., 2007, BRENNERMAN., et al, 2010),
entretanto ainda sdo poucos os trabalhos que demonstram investigacdes com
abordagens de transplantes autdlogos investigando alteracfes funcionais
especificas. CMMOs apresentam trofismo por ambientes inflamatérios e em
resposta a esses ambientes, liberara fatores tréficos que atuam na modulacdo
da resposta inflamatdria e promover protecdo do ambiente potencialmente
deletérios do SNC em sofrimento (BRENNERMAN., et al, 2010; FRANCO. Et al.,
2012), permitindo sobrevivéncia celular e preservacao de organizacdes teciduais
(item 4.6), bem como de suas funcdes (itens 4.1 a 4.5) (BRENNERMAN., et al,
2010; FRANCO. et al., 2012; BEDI. Et al., 2013).

Os tratamentos com transplantes aut6logos de CMMO, em momento
agudo ou agudo e subagudo do curso isquémico, promoveram sobrevivéncia
neuronal que propiciou preservacao da organizacdo cortical e repercutiu na
preservacao dos padrdes de assimetria exploratéria nos periodos subagudo e

crénico pés AVEi focal de nosso modelo experimental (item 4.2).

5.4 TRANSPLANTES AUTOLOGOS DE CMMO PROMOVERAM
PRESERVACAO E RECUPERACAO PARCIAL DE PADRAO DE ATIVIDADE
SENSORIOMOTORA EXPECIFICA

Dependendo da intensidade da lesdo, a neurodegeneracéo pode provocar
alteracOes de organizacéo da circuitaria neural que se manifestam em alteragdes
funcionais (LO et al.,, 2003; DOYLE et al.,, 2008). No cortex motor,

desorganizacdes neurais deletérias repercutem em alteracbes motoras
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contralaterais com déficits diretamente relacionado com a intensidade da
neurodegeneracdo (PANDIAN, et al., 2009; TENNANT et al 2011). No presente
trabalho, utilizamos modelo de lesdo isquémica focal no coOrtex motor que
provocou desordem tecidual e perda neuronal que repercutiram em alteracdes

de padrfes de atividade sensériomotora especifica (item 4.3).

Promovemos tratamentos autdlogos experimentais com transplantes de
CMMO, com a inten¢éo de utilizar sua capacidade de, em ambiente inflamatorio,
liberar fatores troficos e de crescimento descritos como capazes atuar na
sobrevivéncia neuronal e promover neuroprotecdo (JIANG et al., 2011;
BRENNEMAN et al.,, 2010; FRANCO et al., 2012) permitindo sobrevivéncia
celular e preservacao de organizacdes teciduais, suficientes para repercutir em

preservacgao funcional.

Os tratamentos com transplantes autélogos de CMMO, em momento
agudo, ou agudo e subagudo do curso isquémico, promoveram sobrevivéncia
neuronal suficiente para propiciar preservacao parcial dos padroes de assimetria
exploratdria, bem como recuperacédo parcial desta atividade motora em periodos
subagudo e crénico pés lesdo provocada por AVEi focal de nosso modelo

experimental (item 4.7).

O transplante autdélogo adicional de CMMO, em periodo subagudo,
mostrou-se suficiente para promover melhora da recuperacdo de padrdes da
funcdo sensériomotora (item 4.3 ). Efeito este que relacionamos com a
manutencdo e/ou aumento da atuacdo das CMMO sobre o ambiente

inflamatorio, jA que o mesmo nao ocorreu Nos animais do grupo controle.

5.5 TRATAMENTOS AUTOLOGOS DE CMMO PROMOVERAM
NEUROPRESERVACAO QUE SE EXPRESSA EM PRESERVACAO
FUNCIONAL

ApoOs um surto isquémico encefalico, os neurbnios sdo as células mais
sensiveis as alteragdes fisiopatologicas que se seguem (LO et al., 2003; DOYLE
et al., 2008). Esse efeito neurodegenerativo promove perda funcional da area

acometida. No cOrtex motor, a neurodegeneracdo manifesta-se em alteragdes
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motoras contralaterais (HERMANN & CHOPP, 2012; HOSP & LUFT, 2011;
TENNANT et al.,, 2011). No presente trabalho utilizamos modelo de leséo
isquémica focal no cortex motor que provocaram desorganizacado neuronal (item
4.7) que repercutiram em alteracdes funcionais especificas (item assimetria e

escada).

Estudos demonstram os efeitos neuroprotetores de CMMOs
transplantadas em periodo pés isquémico. Também s&o descritas melhoras
funcionais relacionadas com tratamento com CMMO em modelos de isquemia
encefalica (BRENNEMAN et al.,, 2010; FRANCO et al., 2012; JIANG et al.,
2011). Apo6s o transplante das CMMOs na area de lesdo, elas promovem
liberacao de fatores troficos, como o BDNF (do inglés brain derived neurotrophic
factor) e o NGF (do inglés nerve growth factor), em maior escala. O BDNF age
promovendo crescimento e diferenciacédo de células jovens e sobrevivéncia dos
neurénios residentes, por estimula aumento da expresséao IL — 10 (citocina com
carater anti-inflamatorio), enquanto o NGF atua na diminuicdo de apoptose
(BRENNEMAN et al., 2010, JIANG et al., 2011).

No presente trabalho, os transplantes de CMMO mostraram-se eficientes
em promover preservacao tecidual (item 4.6) e neuronal (item 4.7), atuando na
modulacdo da resposta inflamatéria e em suas altera¢des funcionais, desde a
fase aguda como demonstrado em nossos resultados de marcagédo neuronal e
glial (itens 4.2 a 4.5).

O transplante adicional de CMMO, em fase subaguda, mostrou-se
eficiente em promover melhora da neuropreservacao durante a fase cronica da
lesdo pOs-AVEI (item 4.7). Efeito este, suficiente para repercutir em melhora da
recuperagdo funcional de atividade motora especifica (item 4.4).
Correlacionamos estes achados com o que ja esta estabelecido na literatura
acerca da producao de fatores tréficos, pelas CMMO, como por exemplo BDNF
e NGF que, por sua vez, atuam na modulacdo do ambiente inflamatoério

promovendo preservacdo de neurdnios e, assim, promovendo Neuroprotecao.
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56 TRANSPLETES AUTOLOGOS DE CMMO PROMOVE MODULACAO DA
ATIVACAO MICROGLIAL E TORNA O AMBIENTE DE LESAO MAIS
PERMICIVEL A PRESERVACAO TECIDUAL E A RECUPERACAO
FUNCIONAL

As células microgliais possuem carater proliferativo em resposta
inflamatoria ao surto isquémico no SNC, induzindo alteracbes como morte
celular e necrose tecidual no nicho isquémico. Células microglias ativadas
produzem e liberam varias citocinas pro-inflamatoérias, radicais livres, oxido
nitrico, metaloproteases e glutamato, atuantes na regeneracdo e sao
potencialmente neurotdxicos (JIANG et al., 2011; GRAEBER & STREIT, 2010).

Todavia, a inflamagé&o aguda, pode prejudicar 0s neurdnios que estdo em
sofrimento em consequéncia a baixa subita de ATP, mas ainda apresentam
potencial recuperacdo e sobrevivéncia pos-isquémica, e isto pode agravar o
dano primério provocado pelo surto isquemico ( JIANG et al., 2011; BEDI et al.,
2013; ZANIER et al., 2014). Perante isto, uma abordagem terapéutica
potencialmente benéfica seria a inibicdo/modulacdo da resposta inflamatéria
microglial inata como estratégia para diminuir a lesdo isquémica, bem como
todas as suas repercussées morfo-funcionais.

Nossos resultados demonstram que os transplantes de CMMO séo
eficientes em promover preservacao tecidual (item 4.6) e neuronal (item 4.7),
atuando na modulacdo da ativacdo microglial (item 4.8) e em suas alteracdes

funcionais, desde a fase aguda (item 4.2 a 4.5).

5.7 TRANSPLETES AUTOLOGOS DE CMMO PROMOVEM MODULACOES
INFLAMATORIAS PERMICIVEIS A PRESERVACAO TECIDUAL SUSEPTIVEIL
A PRESERVACAO FUNCIONAL

Ao serem afetados pelo ambiente isquémico, os astrécitos liberam
glutamato para o espaco extracelular, agravando ainda mais a excitotoxicidade

na area de lesdo (KAWANO, et al., 2012). ApGs um surto isquemico, na regiao
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periférica a area de lesdo, ocorre o aumento da densidade astrocitaria e
astrogliose, cronicamente formando cicatriz glial, impedindo assim o crescimento
da area lesionada (FITCH & SILVER, 2008; KAWANO, et al., 2012) e
recrescimento axonal e dendritico, anulando assim qualquer potencial
capacidade de regeneracdo estrutural e funcional da referida area lesionada
(KAWANDO, et al., 2012).

A astrogliose é estimulada, também, por citocinas secretadas das células
microgliais, portanto a modulacéo da intensidade de ativacdo microglial pode
atuar na modulacdo da astrogliose e potencialmente ter acdo na diminuigdo da
progressdo da perda funcional do tecido (SCHMID-BRUNCLIK et al., 2008;
STREIT et al., 2009).

Os transplantes de CMMO mostraram-se eficientes em promover
diminuicao da astrogliose desde a fase aguda ate a fase cronica (item 4.2 a 4.5).
Essa atuacdo é fundamental para ocorréncia de recuperacdo de funcbes
motoras aqui avaliadas (FIGURAS 11 e 12).

No presente estudo, o transplante adicional de CMMO em fase subaguda,
mostrou-se eficiente em promover melhora da diminuicéo de astrogliose em fase
cronica da leséo (item 4.9). Este efeito foi suficiente para repercutir em aumento
da melhora da recuperacéao funcional de atividade motora especifica (item 4.4 e
4.5). Propomos que este achado esta relacionado ao fato de a diminuigdo da
cicatriz glial propiciar ambiente mais susceptivel a reorganizagbes
neuroplasticas na area lesionada, fundamental para preservacéo e recuperacao
de funcionalidade neurais (SHUAI et al., 2015; YANG 2012 et al., 2012;). Séo
necessarios estudos adicionais para se investigar se esta estratégia terapéutica
promove formacdo de novas sinapses e, assim, promove consequentemente

recuperacao funcional da area afetada por AVEi focal.
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6 CONCLUSAO

-O modelo de isquemia cerebral com inje¢cbes de 40 pMol de ET-1, com
ou sem tatratamento com injecdes intravenosas de CMMO, ndo promoveram
alteracdes funcionais de intensidade exploratoria.

- Transplantes autodlogos intravenosos de CMMO, em periodo agudo ou
agudo e subagudo, promovem preservacdo e recuperacdo de propriedades
funcionais de assimetria exploratoria, em modelo de lesédo isquémica focal
cortical.

- Transplantes autdlogos intravenosos de CMMO, em periodo agudo ou
agudo e subagudo, promovem preservacdo e recuperacdo de padrbes
funcionais de atividade motora especifica, em modelo de lesédo isquémica focal
cortical.

- Transplante autélogo intravenoso adicional de CMMO, em periodo
subagudo, promove melhora da recuperacao de padrdes funcionais de atividade
motora especifica, em modelo de leséo isquémica focal cortical.

- Transplantes autélogos intravenosos de CMMO, em periodo agudo ou
agudo e subagudo, promovem neuropreservacao em modelo de leséo isquémica
focal cortical.

- Transplante autélogo intravenoso adicional de CMMO, em periodo
subagudo, promove melhora da neuropreservacdo, em modelo de leséo
isquémica focal cortical.

- Transplantes autdlogos intravenosos de CMMO, em periodo agudo ou
agudo e subagudo, diminuem a ativacdo microglial em modelo de leséo
isquémica focal cortical.

- Transplantes autélogos intravenosos de CMMO, em periodo agudo ou
agudo e subagudo promovem diminuicdo da astrogliose em modelo de leséo
isquémica focal cortical.

-- Transplante aut6logo intravenoso adicional de CMMO, em periodo
subagudo, promove melhora na diminuicdo da astrogliose em modelo de lesdo

isquémica focal cortical.
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8 ANEXO
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PARECER 204-14

Projeto: EFEITQS DO TRANSPLANTE AUTOLOGO DE CELULAS MONONUCLERES
DA MEDULA OSSEA EM RATOS SUBMETIDOS A ISQUEMIA CEREBRAL
EXPERIMENTAL NO CORTEX MOTOR PRIMARIO

Coordenador: Prof. Dr. Antonio Pereira Junior

Area Temitica: Neurociéncias

Vigéncia: 10/2012 a 10/2014

Nono CEPAE-UFPA: 204-14

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Animais de Experimentacdo da Universidade Federal do Para (CEPAE). O tema eleito para
a investigagdo e de alto teor cientifico justificando a utilizacdo do modelo animal proposto.
Os procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais ¢ internacionals para
tratamento e manipulacdo de animais de experimentagdo. Portanto, o CEPAE, através de
seu presidente, no uso das atribuicdes delegadas pela portaria No 3988/2011 do Reitor da
Universidade Federal do Para, resolve APROVAR a utilizacio de animais de
experimentacdo (N= 24, ratos Wistar) nas atividades do projeto em questdo, no periodo de
vigéncia estabelecido.

As atividades experimentais fora do periodo de vigéncia devem receber nova autorizagdo
deste comité.

Belém, 11 de novembro de 2012

U/al‘t“ Gomes jﬂj
. Or, Walece Gomas Lot
Presidente do CEPAE-UFPA



