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CARDOSO, M. M. SOBREVIVENCIA E DISPERSAO DE CELULAS DA FRACAO MONONUCLEAR
DA MEDULA OSSEA TRANSPLANTADAS HETEROLOGAMENTE NO ESTRIADO APOS
ISQUEMIA EXPERIMENTAL UFPA, Belém-Para. Programa de PoOs-Graduagdo em Neurociéncias e
Biologia Celular. 64f. 2015.

Estudos experimentais evidenciam o potencial promissor das células da fragdo mononuclear
da medula éssea (CMN-MO) no tratamento de modelos de isquemia cerebral. Sabe-se que as
CMN-MOs séo sensiveis a modificagdes microambientais, tal qual aquelas induzidas por uma
isquemia, como eventos associados a inflamacdo. Contudo, pouco se conhece a respeito da
biodistribuicéo e sobrevida dessas células no tecido nervoso pés-lesdo. Objetiva-se investigar
se a sobrevivéncia e a disseminacdo das CMN-MOs sdo influenciadas pela resposta
inflamatoria apds isquemia estriatal. Parecer CEPAE, protocolo n® 073/12. Transplante
heterdlogo (5,10° de CMN-MOs) no estriado de ratos Wistar, agrupados entre controles n&o-
tratados (IST) e falso-operado (FO) e tratados (ITCM), perfundidos em 1, 3, 7 e 28 dias.
CMN-MO foram impregnadas com Nanocristais Qdot para posterior identificacdo por
microscopia de fluorescéncia no tecido do receptor. Coloracdo, por violeta de cresila, e
imunoistoquimica basica (IBA1 e ED1) foram aplicadas para analise histopatologica do tecido
em microscopia de luz. Testes neurocomportamentais (teste de remoc¢édo do adesivo e teste do
cilindro) foram realizados para aferir a resposta dos grupos as intervencdes. Os achados
histopatoldgicos evidenciam a eficiéncia do modelo experimental de inducéo isquémica em
reproduzir a lesdo no estriado dorsolateral. O infiltrado celular no grupo IST marca a resposta
inflamatdria, posteriormente confirmada por imunoistoquimica para ED1 e IBA1; o infiltrado
celular no grupo ITCM, evidencia a permanéncia das CMN-MO em todas as sobrevidas
estudadas. O perfil de perda por morte das CMN-MO transplantadas no sitio de lesdo é
semelhante entre os grupos ITCM e FO, contudo, evidencia que resposta inflamatoria do
receptor causa maior decaimento do montante celular no grupo ITCM. Procedimentos de
infusdo celular mais refinados ou automatizados podem melhorar a sensibilidade dos testes
comportamentais para discriminar a evolucdo entre os grupos estudados. Conclui-se que a
alteracdo do microambiente pos-isquemia cria condi¢cdes que determina a dispersdo e a
sobrevivéncia das CMN-MO. Outras analises de imunoistoquimicas podem apontar resultados
quanto ao perfil microglial presentes nas sobrevidas estudadas e o grau de imunomodulacédo
pelo estudo da dindmica das citocinas inflamatorias produzidas.

Palavras-chave: Isquemia Cerebral, Células Mononucleares, Sobrevida, Biodistribuicéo,
Neuroinflamacao.

(Fomento: Edital 019/2009, Projeto CNPq 556925/2009-2).



CARDOQOSO, M. M. SURVIVAL AND DISTRIBUTION OF BONE MARROW CELLS MONONUCLEAR
TRANSPLANTED HETEROLOGOUSLY IN THE STRIATUM AFTER ISCHEMIA
EXPERIMENTAL. UFPA, Belém-Para. Program in Neuroscience and Cell Biology. 64p. 2015.

The studies show the promising potential of bone marrow mononuclear cells (BMMC) for the
treatment of stroke models. It is known that the BMMC are sensitive to environmental
changes, like those induced by ischemia, such as events associated with inflammation.
However, little is known about the biodistribution and survival of these cells in the post-injury
nerve tissue. Aims to investigate whether the survival and spread of BMMC are influenced by
the inflammatory response after striatum stroke. Heterologous transplantation (510> BMMC)
in the striatum of rats clustered among untreated controls (CNT) and sham (SHM) and treated
(STBC) perfused at 1, 3, 7 and 28 days. BMMC were impregnated with Qdot nanocrystals for
identification by fluorescence microscopy in the host tissue. Staining for cresyl violet, and
basic immunohistochemistry (IBA1 and ED1) were applied for histopathological analysis of
tissue by light microscopy. Neurobehavioral tests (adhesive removal test and cylinder test)
were performed to assess the response of groups for interventions. The results show the
effectiveness of the experimental model of ischemic induction to reproduce the injury in the
dorsolateral striatum. The cell infiltrate in the CNT group shows the inflammatory response,
later confirmed by immunohistochemistry for ED1 and IBAL; the cellular infiltrate in STBM
group, shows the BMMC of stay in all studied survival. The loss profile for death of BMMC
transplanted into the injury site is similar between STBM and SHM groups, however, shows
that inflammatory response of the receptor causes more decay of cell amount in STBM group.
More refined or automated cell infusion procedures can improve the sensitivity of behavioral
tests to discriminate the evolution between groups. To summarize the change of post-ischemic
microenvironment creates conditions that determine the distribution and survival of BMMC.
Other immunohistochemical procedures may point to the results presented as microglial
profile and the degree of the immunomodulation study of the dynamics of inflammatory
cytokines produced.

Key-words: stroke, Bone Marrow Mononuclear Cells, Survival, Biodistribution,
inflammation.

Financial Support: CNPg and CAPES.
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1 INTRODUCAO

1.1 O ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO: DEFINICAO E PROBLEMATICA

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) define acidente vascular encefalico
(AVE) como o surgimento subito focal ou global de déficits da funcdo neuroldgica de duragéo
superior a 24 horas ou que leve a morte, cuja Gnica causa reside na origem vascular (WOLFE,
2000). A reducdo abrupta do suprimento sangliineo a regides do sistema nervoso pode ser

causada por ocorréncia isquémica ou hemorréagica.

Nas Gltimas décadas, a populacdo de idosos vem aumentando sensivelmente em
todo 0 mundo (SINGHAL e KHADILKAR, 2014). O aumento na estimativa de vida também
vem acompanhado do crescimento da incidéncia de doencas crdnicas e suas complicagdes,
entre as quais estd o acidente vascular encefalico (AVE) (GARRITANO et al., 2012;
SINGHAL e KHADILKAR, 2014). Buscando reduzir os crescentes casos de AVE,
campanhas educativas e de orientaces que alertam e esclarecem a populacao sobre os fatores
de riscos predisponentes do AVE, aliado a rapidez do atendimento e o avango no diagnostico
desta patologia, principalmente por neuroimagem (ARSAVA, 2012; KUNST e SCHAEFER,
2011) vem reduzindo os indices de mortalidade causadas por esta moléstia (BEJOT et al.,
2007). Isso resulta no aumento de sobreviventes com as mais variadas sequelas neuroldgicas,
dentre as quais estdo as disfungfes motoras (ZOROWITZ et al., 2013).

Até o presente, ha restrita opcdo terapéutica para minimizar as complicacfes
neuroldgicas causadas pelo desencadeamento fisiopatologico do AVE (SILVER, 2014).
Mesmo em unidades hospitalares especializadas, o0 tempo e a extensdo da lesdo isquémica
podem ser determinantes para se definir a gravidade das sequelas instaladas e assim direcionar
as necessidades de tratamento dos sobreviventes nas unidades de reabilitacdo (BRAININ e
ZOROWITZ, 2013; BREWER et al., 2013).

Acredita-se que parte da gravidade e da complexidade das disfuncbes
neuroldgicas adquiridas tenha um componente temporal importante, pela demora e/ou
qualidade do pronto atendimento (HEUSCHLING et al.,, 2013). Esta situacdo perece
recorrente em paises em desenvolvimento em funcdo da deficiéncia no diagndstico e/ou
atendimento do AVE como emergéncia médica (MACKINTOSH et al., 2012), possibilitando
0 agravamento das sequelas em decorréncia, por exemplo, da progressao do centro isquémico
para area de penumbra (KNEIPP et al., 2014).
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No atendimento de emergéncia, a terapéutica imediata do AVE é centrada na
busca da revascularizacdo da regido isquémica (DORADO et al., 2014), o salvamento do
territrio secundariamente acometido pelo evento isquémico, contudo, em muitos aspectos
vem sendo estudado como promessa de tratamento para minimizar os efeitos devastadores
sobre as fungdes neuroldgicas acometidas (KILLER et al., 2010). Desponta nesta tematica o
uso experimental de linhagens celulares que garantam estes efeitos (KALLADKA e MUIR,
2014; KASAHARA et al., 2013), entre vérias outras possibilidades terapéuticas em estudos

experimentais ou clinicos.

1.2 MORTALIDADE, DISFUNCOES E CUSTOS

Os crescentes casos de AVE classificam esta doenca como a segunda causa de
morte e o principal agente de instalagdo de disfuncdes neurologicas adquiridas no mundo
(FEIGIN et al., 2014). Dependendo do tipo de AVE a taxa de mortalidade pode alcangar 50%
dos casos, cerca de 10% do total ndo chegam ao hospital e 25% dos que recebem
atendimento, morrem nas primeiras 24 horas (STROKEASSOCIATION, 2013). No inicio
deste século, nos Estados Unidos foram gastos em um ano valores superiores a 51 bilhdes de
dolares, com o custo de tratamento desde a entrada no sistema de emergéncia hospitalar a alta
(LEWANDOWSKI e BARSAN, 2001).

No Brasil, os dados epidemioldgicos e de hospitalizacdo de pacientes que
sofreram AVE ndo sdo claros, mas informacdes isoladas existentes enquadram as doencas
vasculares encefalicas como um grande problema de saude publica, com elevadas taxas de
mortalidade (COPSTEIN et al., 2013). Dados oficiais apontam o AVE como a principal causa
de morte no Brasil (FERNANDES et al., 2012; GOULART et al., 2012; LOTUFO, 2005).
Aqui, o indice de mortalidade causado por complicacdes de doencas cerebrovasculares é
superior a paises desenvolvidos desde o final dos anos de 1980 (LOTUFO e BENSENOR,
2009).

Por isso, tanto no Brasil quanto no mundo, faz-se necessario o investimento em
pesquisas para buscar opcOes terapéuticas para reduzir as taxas de mortalidade e reduzir o
tempo de permanéncia do paciente em tratamento de reabilitacdo, aumentando a eficiéncia
deste (BOGOUSSLAVSKY e PACIARONI, 2009).
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1.3 FISIOPATOLOGIA

A fisiopatologia do AVE tem vérias vias e mecanismos complexos que o tornam
uma doenga heterogénea (Fig 01). Conhecer os meandros da fisiopatologia do AVE parece ser
essencial para se chegar a propostas terapéuticas eficientes que minimamente minimizem o
dano neuronal ap6s um evento isquémico encefalico. No AVE isquémico, o0 mais comum dos
acometimentos cerebrovasculares, o fluxo sanguineo de algum territério neurofuncional passa
a ser significativamente insuficiente ou totalmente interrompido, gerando modificacGes
celulares e moleculares drasticamente danosas (KALOGERIS et al, 2012;
MERGENTHALER e MEISEL, 2012).

Em uma concepgdo macroscopica, a extensdo da area que sofre a isquemia e o
tempo de duracdo sdo fatores primordiais que denotam a gravidade do comprometimento
tecidual e celular e, consequentemente, direcionam a magnitude das disfungdes neurologicas
adquiridas. Torna-se necessario, por isso, a restauracdo do fluxo sanguineo tdo logo quanto
possivel. Contudo, a reperfusdo, mesmo vital como meta terapéutica, parece ser tambem
prejudicial, podendo exacerbar a lesdo isquémica em regifes que vao além da area
primariamente acometida (KLEIKERS et al., 2012). H4, portanto, duas areas diferenciadas
pela evolucdo temporal, extensdo e gravidade da reducdo do fluxo sanguineo regional: o

centro e a penumbra isquémica.

1.3.1 Centro Isquémico e penumbra isquémica

Em evolucdo temporal, diversos mecanismos sdo desencadeados pelo evento
isquémico cerebrovascular que culminam com dano ao tecido nervoso. Nos primeiros
minutos, a reducdo abrupta de glicose e oxigénio leva a morte celular, principalmente, por
necrose (BROUNS e DE DEYN, 2009), delimitando o centro isquémico. Enguanto que a
periferia da lesdo sofre consequéncias moderadas (KAUFMANN et al., 1999), a area de
penumbra isquémica. Nesta Ultima, em poucas horas, contudo, a morte celular programada
pode promover o avanco da lesdo primaria para as areas secundarias (DOYLE et al., 2008).
Dias ap6s o inicio da lesdo, o centro isquémico pode continuar avancando sobre a penumbra
mediada por outros mecanismos que induzem a morte celular, como o processo inflamatério,
a ruptura da barreira hemato-encefalica e a excitotoxicidade (BROUNS e DE DEYN, 2009),

magnificando as sequelas adquiridas, se ndo levarem o individuo a morte.
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FIGURA 01. Esquema dos principais eventos fisiopatoldgicos desencadeados pelo AVE isquémico. Modificado
de Brouns e De Deyn, 20009.

1.3.2 Mecanismos Moleculares e Células Inflamatorias

O prejuizo tecidual por exacerbacdo da resposta inflamatoria € parte do
mecanismo de lesdo secundaria ap6s um evento isquémico encefalico (JIN et al., 2013).
Diversos modelos experimentais evidenciam o peso do processo inflamatorio da extensédo da
lesdo isquémica primaria sobre as areas secundarias (VOGELGESANG et al., 2014). O
processo isquémico, portanto, promove alteracbes moleculares nas paredes vasculares que
exacerbam a resposta inflamatdria, principalmente pelo aumento da expressdo de moléculas
de adesdo tais como ICAMs, E-selectina e P-selectina, que se ligam aos leucocitos em
circulacdo e facilitam a migracdo destas células para o sistema nervoso central (ROSSI et al.,
2011). Observar esquema da figura 02. Uma vez que no tecido nervoso, aquelas células
sanguineas periféricas colaboram na producdo de moléculas citotoxicas que favorecem a

morte célular (JIN et al., 2010). Entre os leucdcitos com potencial deletério ao tecido nervoso
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estdo os mondcitos/ macrofagos, linfocitos e neutrofilos (GRONBERG et al.,, 2013). A
microglia, neste contexto, surge como célula residente manifestando tanto acdo prejudicial,
facilitando a morte de neurdnios que poderiam se recuperar; quanto benéfica, fagocitando
restos celulares e retirando do sistema moléculas prejudiciais (GOMES-LEAL, 2012).

1.3.2.1 Neutroéfilos

Em até meia hora apés a isquemia encefalica, neutréfilos sdo recrutados aos sitios
de lesdo (DOYLE et al.,, 2008). No tecido nervoso, estima-se que 0 pico neutrofilico é
alcancado nas primeiras 24 horas (GRONBERG et al., 2013). O acumulo de neutréfilos no
sitio isquémico é considerado prejudicial ao tecido pela quantidade de radicais livres, enzimas
proteoliticas e citocinas inflamatdrias liberadas. Entre os reagentes mais prejudiciais ao tecido
estd a acdo proteolitica da elastase, uma enzima que degrada componentes da matriz
extracelular e da juncdo neurovascular, provocando o aumenta da permeabilidade dos vasos
sanguineos proximos a lesdo (HENRIKSEN, 2014).

1.3.2.2 Linfocitos

Populacées de linfécitos medeiam a participacdo da resposta imune adaptativa no
AVE, levando a respostas especificas a diferentes antigenos produzidos no tecido
perilesionado (CHAMORRO et al.,, 2012) pela interacdo com células apresentadoras de
antigenos.

O papel dos linfocitos nas fases iniciais parece bem deletério, exercendo acédo
citotoxica pela producéo e liberacdo de citocinas inflamat6rias como: IL-1, IL-2, Interferon-
gama e TNF-alfa. Contudo, outras citocinas, predominantemente presentes nas fases tardias
da lesdo isquémica, atuam de modo divergente, resolvendo o mecanismo inflamatério, tal qual
acontece, por exemplo, coma IL-10 (ARUMUGAM et al., 2005). Portanto, ao que parece, as

evidéncias demonstram um papel dual na acdo inflamatdria dos linfocitos (XU et al., 2013).
1.3.2.3 Macro6fagos/ Mondcitos
No contexto da resposta imune inata, 0S maiores representantes Sao 0S

macrofagos, células fagocitérias envolvidas na apresentacdo de antigenos e expressdo de

moléculas do sistema complemento (BLAYLOCK, 2013). Apesar do conceito relativo ao



18

privilégio imunoldgico do tecido nervoso, ha evidéncias fortes de apontam o trénsito
relativamente livre de células pelo sistema de barreiras do encéfalo, particularmente de
macréfagos (BLAYLOCK, 2013).

A reatividade imunolégica dos macréfagos pode definir o grau de prejuizo ao
tecido pela exacerbacdo inflamatdria ou ajudar na resolugédo da inflamacéo. Nos Ultimos anos,
os estudos vém apresentando fenotipos macrofagicos antagdnicos que também podem ser
encontrados no tecido nervoso, o fenotico classico, citotoxico, M1; e o alternativo, anti-
inflamatério, M2 (SHECHTER e SCHWARTZ, 2013). Ao que parece, os fenotipos
macrofagicos demonstram especializacdo na distribuicdo durante o evento inflamatério. O
fendtipo citotoxico, M1, é mais evidente nas fases iniciais do processo inflamatério; e o tipo
M2, alternativo, é de apresentacdo mais tardia na area prejudicada, justamente quando o0s

mecanismos imunes se atenuam (MILLS, 2012).

Isquemia

Ativacao microglial Mediadores inflamatérios

11 |

Células endoteliais Citocinas
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Quimiocinas <——

L Transmigracao 4|
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Acamulo células inflamatérias

FIGURA 02. Esquema dos principais eventos inflamatérios desencadeados pelo AVE isquémico.

1.3.2.4 Microglia

Acredita-se que a origem da microglia residente do tecido nervoso veio de
mondcitos periféricos durante o desenvolvimento embrionario (GOMEZ PERDIGUERO et
al., 2013).

A microglia, no estado de repouso, é uma célula em constante monitoramento do
tecido nervoso. Em condicGes patoldgicas, o estado de ativacdo microglial muda rapidamente,

favorecendo a proliferacdo e o recrutamento desta célula aos sitios de lesdo regulado pela
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expressdo de diferentes moléculas como o MHC, antigenos, receptores do complemento e
citocinas, com destaque a IL-1, TGF-beta e TNF-alfa (GEHRMANN et al., 1995).

A microglia participa da imunidade inata e adquirida. A resposta imune inata é
mediada pelos receptores semelhantes a Toll (TLR) na superficie celular, que estdo
envolvidos no reconhecimento e fagocitose de patégenos e detritos celulares, com liberacdo
de citocinas pro-inflamatérias e da enzima Oxido nitrico sintetase (NOS) (NAPOLI e
NEUMANN, 2009). A participac¢do da microglia na resposta imune adquirida é mediada pela
interacdo com os linfécitos T recrutados ao tecido, para 0s quais exerce papel de apresentador
de antigenos associados a molécula de MHC-1I (BECKER, 2006). A microglia ativa 0s
linfocitos que se tornam reativos pelos antigenos apresentados, que por sua vez potencializam
a capacidade fagocitaria e resposta deletéria da microglia, levando-a a produzir e liberar
maiores quantidades de espécies reativas ao oxigénio e oxido nitrico, citocinas e quimiocinas
(LEHNARDT et al., 2008).

A atuacdo neuropatologica da microglia em diferentes modelos de acometimentos
ao sistema nervoso parece contraditoria. Todas estas informacdes experimentais sugerem que
o papel microglial depende do estado de ativacdo e fenotipo funcional na qual esta célula é
encontrada no tecido nervoso (EKDAHL et al., 2009). O maior contribuinte para a
homeostase no paréquima nervoso mediado pela microglia € o seu potencial fagocitico e de
monitoramento do microambiente (NAPOLI e NEUMANN, 2009).

Tal qual acontece com seu primo, na rede vascular periférica, estudos
recentemente levantam a possibilidade de polaridade fenotipica com a prépria célula
microglial (GOMES-LEAL, 2012). Se confirmada, teriam no escopo da isquemia encefalica
as representantes citotoxicas e alternativas da microglia para se discutir o melhor
encaminhamento para o controle ou o uso destas células como intervencdo terapéutica

complementar do AVE.

1.3.3 Ruptura da Barreira Hematoencefalica

Os componentes celulares basicos da barreira hematoencefalica (BHE) séo
constituidos por células endoteliais, pericitos e prolongamentos terminais dos astrocitos (Fig
01). As caracteristicas morfo-fisioldgicas inerentes destas células controlam de modo seletivo
a homeostase do tecido nervoso encefalico, separando-a da circulacdo periférica (NICO e
RIBATTI, 2012).
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Danos a BHE sdo eventos que ocorrem na evolugdo fisiopatoldgica de varias
doengas do SNC, incluindo lesBes desmielinizantes, no decurso da esclerose mdltipla,
distrofia muscular de Duchenne, TCE, insultos neuroldgicos, encefalopatia séptico, tumores
cerebrais, isquemia permanente ou isquemia transitoria seguida por reperfusdo. Na maioria
dos casos, estas condi¢Bes patoldgicas estdo associadas com um aumento da permeabilidade
microvascular, edema vasogénico, e inchaco dos prolongamentos astrocitarios (NICO e
RIBATTI, 2012). A instabilidade desses componentes desfaz os limites de seletividade entre a
circulacdo encefalica da periférica, favorecendo trocas celulares e moleculares (BAETEN e
AKASSOGLOU, 2011).

A principal molécula atuante na ruptura da BHE é a ativacdo da matriz
metaloproteinase (MMP), em particular a MMP-9 (SEO et al., 2012). A MMP é uma enzima
proteolitica que degrada a laminina e fibras colagenas da ldamina basal. Esta protease prejudica
a coesdo entre as celulas endoteliais que aumenta a permeabilidade local e favorece o
extravasamento de plasma, transmigracdo de leucdcitos e eventual entrada de hemacias

(hemorragias), quando severamente comprometida (LAKHAN et al., 2013).

1.3.4 Excitotoxicidade

Excitotoxicidade é o processo patoldgico em que as células do tecido nervoso séo
danificadas e mortas por estimulacdo excessiva, principalmente, mediada pelo
neurotransmissor glutamato (Fig 01). Tal morte neuronal excitotoxica tem sido implicada em
lesbes do sistema nervoso, incluindo o acidente vascular encefalico (MEHTA et al., 2013).

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do tecido nervoso, e
desempenha um papel importante na excitabilidade neuronal. Vérios gatilhos anormais, tais
como deficiéncia de energia, estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial, sobrecarga de calcio,
entre outros, podem levar a faléncia o processo de sinalizacdo neuronal. Tais alteracdes na
sinalizacdo e no metabolismo bioenergético levam a efeitos deletérios aos neurdnios,
conduzindo-os a morte (MEHTA et al., 2013).

O actmulo de glutamato aciona o processo fisiopatoldgico da excitotoxicidade,
incluindo a elevacdo de ions sodio e calcio intracelular. O primeiro tem como principal efeito
0 edema celular, levando a ruptura e morte da célula neuronal e disfuncdo da barreira
hematoencefalica. O célcio intracelular, por sua vez, conduz a disfuncdo mitocondrial,

ativacdo de proteases, acumulo de espécies reativas de oxigénio e liberacdo de 6xido nitrico
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(KOSTANDY, 2012). Estas vias metabdlicas sdo prejudicais tanto a célula neuronal quanto

ao tecido nervoso.

1.4 INTERVENCOES TERAPEUTICAS

A busca por terapéuticas eficazes para 0 AVE é objeto de intensas pesquisas. A
producdo cientifica sobre a tematica tem evidenciado a melhora funcional substancial aos
sobreviventes que podem ser alcancados pela intervencdo clinica emergencial coerente,
farmacoldgica e de reabilitacdo e, mais recentemente, o uso de terapéutica celular (CHEN, J.
et al., 2014; JAKALA e JOLKKONEN, 2012).

1.4.1 Intervencéo Clinica, Emergéncia Médica.

As variaveis de acidentes vasculares encefalicos, incluindo os subtipos:
isquémicos, hemorragicos ou ataques isquémicos transitorios, sdo todas modalidades que
requerem atencdo de emergéncia medica para as quais se faz necessario rapida avaliacdo e
diagnostico, isolar a causa, fornecer o tratamento agudo, e prevenir complicacdes
(UCHIYAMA, 2014). Apesar de o AVE depender de um diagndstico clinico sustentado na
historia de acometimento abrupto de sintomas neuroldgicos, que incluem fragueza unilateral
ou perda sensorial, disfasia, hemianopsia, desatencao, e reducdo da coordenacdo motora, entre
outros sinais e sintomas (RODGERS, 2013). Os exames de imagens sdo, portanto, relevantes
e indispensaveis para distinguir, por exemplo, um infarto encefalico de um hemorragico e
assim garantir a melhor intervencao terapéutica para o caso (SIKET e EDLOW, 2012).

Durante a hospitalizacdo dos sobreviventes de um AVE, o cuidado
multidisciplinar deve acompanhar os procedimentos médicos e medicamentosos 0 mais breve
possivel, incluindo atencdo as complicacbes motoras, psicoldgicas e sociais (RODGERS,
2013). Alcancando a estabilidade do paciente, a alta deve ser planejada cuidadosamente e
logo que possivel deve ser conversado com o0 paciente o seu encaminhamento para
reabilitacdo ambulatorial (SENE DIOUF e NDIAYE, 2008).

1.4.2 Terapéutica Medicamentosa/ Farmacoldgica

As restritas opgdes terapéuticas disponiveis para os pacientes apo6s o AVE torna

critica a busca por alternativas de tratamento mais eficazes. Estratégias de intervencao
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farmacéutica para esta doenca incluem a revascularizagcdo do tecido, como protocolo inicial
(SMADJA, 2012), tal qual sdo mediados por anticoagulantes e antiagregantes plaquetarios.
Estudos evidenciam que a maioria dos pacientes sobreviventes de AVE tem uma evolugédo
lenta de leséo cerebral que ocorre ao longo de horas a dias (BROUNS e DE DEYN, 2009).
Nestes casos, 0 objetivo medicamentoso € interromper a evolugdo fisiopatolgica da leséo
isquémica encefalica reduzindo o agravamento das complicacdes neuroldgicas adquiridas
(OCZKOWSKI, 2013), estes efeitos podem ser favorecidos por tromboliticos e drogas
neuroprotetoras. Até o presente, o Unico tratamento medicamentoso aprovado usa o ativador

plasminogénico tecidual recombinante (rtPA).

1.4.2.1 Ativador Plasminogénico Tecidual Recombinante — rtPA.

Como opcdo farmacologica para o tratamento do AVE, o rtPA (Alteplase), tem
sérias limitagcdes no uso clinico (GREEN, 2008). O primeiro deles é a estreita janela temporal
para administracdo, em torno de 3 horas pés-inicio do acometimento neurovascular (GREEN,
2008), seguido da baixa eficacia (BENTLEY e SHARMA, 2005) e instabilidade deste
tratamento, mediante ocorréncias hemorragicas secundarias (FUGATE e RABINSTEIN,
2014).

Contudo, apesar da extensa literatura que busca novas opcbes farmacoldgicas,
nenhum até o presente foi mais eficiente que o rtPA (FUGATE e RABINSTEIN, 2014).

1.4.3 Reabilitacao

Ap6s o AVE, a principal sequela manifestada pelos sobreviventes sdo as
desordens fisicas, mesmo quando ha outras complicacBes associadas, a principal queixa dos
pacientes continua a ser os déficits motores adquiridos (BANSIL et al., 2012; HANDLEY et
al., 2009). Por isso, boa parte da literatura foca na recuperacdo motora como parametro de
resposta funcional positiva durante o processo de reabilitacdo dos sobreviventes de eventos
cerebrovasculares (WAHL e SCHWAB, 2014).

Entre os procedimentos de reabilitacdo tanto para as complicacdes fisicas quanto
para outras funcbes neuroldgicas a terapéutica tradicional evoca a importancia da equipe
multiprofissional (RODGERS, 2013), destacando a Fisioterapia, a Terapia Ocupacional, a
Fonoaudiologia e a Psicologia (MOMSEN et al., 2012). No ambito da reabilitagdo, diversos

métodos e técnicas podem ser aplicados isoladamente ou de modo ponderativo umas com as



23

outras, incluindo: estimulacdo elétrica somatosensorial transcutanea (VELDMAN et al.,
2014), estimulacdo magnética transcraniana (PINTER e BRAININ, 2013), aplicacdo de
preceitos relativos a interface cérebro-méaquina e o uso da robética (FORRESTER et al., 2013;
KJAER e SORENSEN, 2013), preceitos ligados a observacdo da acdo, fundamentado na
funcdo dos neurdnios espelhos e da imagética motora a ser recuperada (DE VRIES e
MULDER, 2007; MALOUIN e RICHARDS, 2010; SALE e FRANCESCHINI, 2012;
SMALL et al., 2012).

1.4.4 Terapia Celular

Quase 15 anos depois do final da década do cérebro, a realidade evidenciada ainda
hoje € que os resultados dos estudos voltados para a busca de terapéuticas para o AVE foram
pouco consistentes. No atual contexto, as limitadas estratégias farmacologicas abrem
caminhos para outras possibilidades, incluindo o uso terapéutico de diferentes linhagens
celulares (SANBERG et al., 2012). Uma variedade de células-tronco vem sendo explorados
experimentalmente como opcdo terapéutica para o tratamento de muitas doencas
neuroldgicas, incluindo as complicagdes cerebrovasculares (YOO et al., 2013).

O AVE ¢é uma doenga heterogenia nas suas causas € noS mMmecanismos
fisiopatologicos (MERGENTHALER et al., 2004). Para tanto, necessita de multipla
intervencao terapéutica, e 0s ensaios com as células-tronco possibilitam esta diversidade
(HESS e BORLONGAN, 2008; KALLADKA e MUIR, 2014; ZHANG e CHOPP, 2013).
Contudo, ha varias questdes que carecem de respostas para refinar este recurso como método
de terapia efetiva, algumas sdo: qual é a melhor linhagem celular? Qual € o quantitativo 6timo
de células a ser infundido? Qual é a melhor janela terapéutica? Quais sdo 0s mecanismos de
atuacdo das células transplantadas tanto no tecido prejudicado quanto no saudavel? Como as
células se comportam no tecido? Biodistribuicdo? Sobrevida? Qual é a via de entrega mais

eficiente destas células?

1.4.4.1 Células-Tronco Embrionarias

As linhagens de células-tronco sdo tipificadas de acordo com a fonte de onde séo
extraidas. A origem dos estudos com as células-tronco, datam da década de 1960, foi iniciada
com as células-tronco embrionérias, linhagem de células totipotentes extraidas da massa

interna do blastocisto (ABDELALIM, 2013). O grau de indiferenciacdo destas células as
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tornariam a melhor opcdo para o tratamento de danos aos diferentes tecidos e érgdos do
corpo. Contudo, esta linhagem celular forma facilmente teratocarcinomas, um efeito
indesejado do poder proliferativo e do grau de indiferenciacdo destas células (HERBERTS et
al., 2011). Este risco, portanto, desclassifica as células-tronco embrionarias como opgéo

terapéutica imediata para eventos isquémicos encefalicos.

1.4.4.2 Células-Tronco Pluripotentes Induzidas

Fruto da bioengenharia, as células-tronco pluripotentes induzidas é uma classe
celular capaz de se diferenciar em células de qualquer tecido (ZHAO et al., 2013), e pode se
tornar uma opcédo ao efeito adverso das células-tronco embrionérias. A origem das células-
tronco pluripotentes induzidas é diversificada e podem vir, por exemplo, de células epiteliais
ou de células de sangue (WELTNER et al., 2014). Apesar da forte promessa terapéutica, esta
linhagem celular necessita ser submetida a mais experimentacdo para qualificar seu grau de
seguranca e de sua biologia no tratamento de diferentes doencas (OKANO et al., 2013).

Neste contexto, até o presente momento poucos sdo 0s ensaios realizados com
células-tronco pluripotentes induzidas em modelos de isquemia encefélica. Destes, sete
estudos apontam resultados positivos (CHEN, S. J. et al., 2010; JENSEN et al., 2013; LIU et
al., 2014; OKl et al., 2012; POLENTES et al., 2012; QIN et al., 2013; TATARISHVILI et al.,
2014) e, apenas um (KAWAI et al., 2010), evidenciou a formacdo de teratoma, um efeito
indesejavel que compromete a escolha eletiva desta linhagem celular por uma taxa superior de
14% de chance de tumoracdo (YU, F. et al., 2013).

1.4.4.3 Células Mononucleares da Medula Ossea

Ainda na linha da terapia celular, as células da fracdo mononuclear da medula
6ssea (CMN-MO) sdo uma alternativa promissora ao tratamento das complicacdes do AVE.
Estas sdo uma linhagem celular de facil obtencdo, ndo estdo envolvidas com questdes éticas
ou religiosas, apresentam pluri ou multipoténcia no organismo receptor (GIRALDI-
GUIMARDES et al., 2009) e tem baixo risco oncogénico (HATZISTERGOS et al., 2011).

Estima-se que a quantidade de células-tronco hematopoiéticas na medula 6ssea é
da ordem de 0,05% - 0,5% (GUNSILIUS et al., 2001), o percentual restante sdo de células
diferenciadas e progenitoras comprometidas com o tecido 6sseo (GIRALDI-GUIMARDES et

al., 2009). Mesmo nesta proporcéo, estudos apontam resultados positivos com uso de CMN-
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MO para o tratamento de diversas patologias, incluindo ocorréncias cerebrovasculares
(DHARMASAROJA, 2009). Além disso, recentemente se demonstrou experimentalmente
que os efeitos neuroprotetores e de recuperacdo funcional com o uso de CMN-MO s&o
comparaveis aos obtidos com as células tronco isoladas (BRENNEMAN et al., 2010; DE
VASCONCELOS DOS SANTOS et al., 2010).

Contudo, o mecanismo de atuacdo das CMN-MO no AVE ainda ndo esta
totalmente claro. Estudos sugerem que as células-tronco transplantadas no receptor migram
aos sitios de lesdo e assumem fenotipos de células residentes, como: neurénios, astrécitos e
oligodendrdcitos (CHEN, J. R. et al., 2008), o que resulta em melhora da funcéo neurolégica.
Para outros estudos, todavia, em fun¢éo da reduzida quantidade de CMN-MO que alcanca o
parénquima nervoso, da ordem de 0,02% do montante transplantado (SCHWARTING et al.,
2008), existe a premissa que fatores neurotroficos e citocinas anti-inflamatorias séo liberados
pelas células-tronco transplantadas e ativam o sistema de reparo endogeno (SAVITZ, 2011).
Além destas possibilidades, as células-tronco tambem podem promover a inducdo de
neurogénese, angiogénese e sinaptogénese; neuroprotecdo e; regulacdo do fluxo sanguineo e
manutencdo da permeabilidade da barreira hemato-encefalica, ou seja, as células-tronco

parecem modular amplamente do microambiente isquémico (ENGLAND et al., 2009).

1.5 VIAS DE ENTREGA, BIODISTRIBUICAO E SOBREVIVENCIA DAS CELULAS
TRANSPLANTADAS.

Nos estudos experimentais em modelos animais de isquemia encefalica que usam
como metodo de tratamento a terapia celular, diversas perguntas estdo sendo respondidas e
abrem caminho para outras questdes e hipoteses. Uma das indagac@es em amplo estudo trata
da melhor via de transplante celular. As rotas mais estudadas sdo por infusdo intravenosa (i.v.)
e a intra-arterial (i.a.) (VASCONCELOS-DOS-SANTOS et al., 2012; YANG et al., 2013).

Outras rotas sdo menos eletivas, principalmente por suas fortes caracteristicas
invasivas, entre as quais estdo: a entrega direta no parénquima encefalico e pela circulacdo
ventricular (MISRA et al., 2012).

1.5.1 Principais Vias de Transplante.

A entrega intravascular de células é a rota menos invasiva e com resultados

experimentais promissores no tratamento do AVE (MISRA et al., 2012). Como possivel
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efeito adverso por esta forma de infusdo pode ser citado a reduzida taxa de chegada celular ao
tecido alvo e a possibilidade de obstrucdo microvascular (MISRA et al., 2012).

Na administracdo intravenosa, as células se dispersam pela rede vascular, algumas
sdo atraidas aos sitios de lesdo por elementos quiotéxicos, enguanto que a maioria €
sequestrada pelos 6rgaos periféricos (MISRA et al., 2012). Do montante celular quantificado
no encéfalo, em modelo de isquemia cerebral, e em quatro 6rgdos de excrecdo, estima-se que
na primeira hora, 20% das células contadas estdo no encéfalo e, as demais, estdo sendo
degradadas no bago (48%), ou ficaram presas nos pulmdes (16%) ou no figado (12%) ou
entdo em processo continuo de excrecdo pelo rim (4%) (YANG et al., 2011).

Ao final da primeira semana, partindo-se da contagem das células transplantadas
no 6rgao alvo e aqueles de expurgo corporal, pode-se inferir que o quantitativo absoluto de
células quantificadas cai significativamente, mas o perfil de distribuicéo relativo ndo se altera
substancialmente comparado a primeira hora entre o: encéfalo (15%), baco (35%), pulmdes
(25%), figado (20%) e rim (5%) (YANG et al., 2011).

No transplante por via intra-arterial, ha evidéncias que demonstram taxas mais
elevadas de chegada celular as areas de lesdo quando comparada a via intravenosa (MISRA et
al., 2012). Contudo, por motivos ainda ndo esclarecidos, rotas diferentes de entrega celular
ndo parecem influenciar nos resultados morfolégicos e de recuperacdo funcional aferidos

(YANG et al., 2013). Estes resultados, portanto, parecem consistentemente similares.

1.5.2 Biodistribuicédo Celular

Tanto em modelos animais quanto em humanos, independente da via de entrega,
se i.a. ou iv., os resultados de dispersdo das células infundidas sdo consistentemente
semelhantes. Em animais de experimentacdo, além do 6rgdo alvo, outros 6rgdos também
recebem grandes quantidades do montante celular que, por algum motivo, ndo conseguiu
chegar aos sitios de lesdo. Os 6rgdos que mais se destacam séo o figado, bago, pulmdes, rins e
a bexiga urinaria (BARBOSA DA FONSECA et al., 2010; CORREA et al., 2007; YANG et
al., 2011). Todos estes ultimos podem ser considerados érgaos de excrecéo.

Em ensaios clinicos, resultados de dispersdo semelhante também foram
encontrados, tanto na infusdo intravenosa quanto intra-arterial (ROSADO-DE-CASTRO et
al., 2013).
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1.5.3 Sobrevivéncia e Destino das Células Transplantadas

Resultados experimentais demonstram que parte do montante celular infundido é
encontrado precocemente em vasos sanguineos e no parénquima encefalico as proximidades
da érea de lesdo (GIRALDI-GUIMARDES et al., 2009). Estima-se que este evento migratorio
inicie até 3 horas apds o transplante (BRENNEMAN et al., 2010) e o pico maximo é atingido
entre as 48h e 72h depois da infusdo (SCHWARTING et al., 2008).

O numero de células que chegam ao tecido alvo ndo é preciso, e estima-se que a
migracdo média é da ordem de apenas 0,02% do total celular transplantado (SCHWARTING
et al.,, 2008). O macico celular restante, portanto, ¢ expelido pouco a pouco por 6rgaos
periféricos na seguinte ordem de aprisionamento celular: bago, pulmdes, figado e rins (YANG
et al., 2011). Dependendo da via eleita para o transplante ha diferenca no tropismo de
eliminacdo. Se as celulas forem infundas por via intra-arterial sdo sequestradas mais pelo
baco, figado e pulmdes; se a via for intravenosa, o0 6rgédo de maior excrecdo sdo os pulmdes
(BRENNEMAN et al., 2010).

Com relacdo ao destino das células que chegam ao tecido afetado, ha dados
experimentais que evidenciam a quantidade insignificante que se transdiferencia em células
residentes do tecido nervoso (GIRALDI-GUIMARDES et al., 2009), como: neurénios,
astrocitos e oligodendrocitos. Além disso, ndo ha evidéncias que comprovem a instalacéo
permanente destas células, que ndo sobrevivem por muito tempo no tecido alvo, morrendo
momentos apos da chegada (BRENNEMAN et al., 2010). Isso refor¢ca que o mecanismo
benéfico das células transplantadas ao tecido danificado é mais importante pela liberacdo de
fatores troficos e varias outras citocinas (DE VASCONCELOS DOS SANTOS et al., 2010;
GIRALDI-GUIMARDES et al., 2009).

1.5.4 Efeitos das Células Mononucleares na Isquemia Encefalica

Na dltima década, resultados de estudos experimentais e clinicos apresentaram
evidéncias que parte do montante celular transplantado por via intravascular consegue chegar
aos sitios de lesdo no tecido nervoso danificado pelo evento isquémico (KALLADKA e
MUIR, 2011), estas células se estabelecem no tecido e sobrevivem e ainda, eventualmente,
podem se diferenciar em células residentes do tecido, como neurdnios ou glia (KALLADKA
e MUIR, 2011). Como beneficios sdo recorrentemente citados: protecdo do tecido e
recuperacgdo funcional (KALLADKA e MUIR, 2011).
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1.5.4.1 Protegéo do Tecido Nervoso Peri-isquémico

A aplicagdo de células mononucleares da medula dssea é fonte de intensas
pesquisas em modelos de isquemia encefalica. A literatura traz evidéncias que estas células
conseguem proteger a area de penumbra isquémica minimizando a progressdo de eventos
fisiopatol6gicos como, por exemplo, a apoptose (CHEN, J. et al., 2003). Este mecanismo de
morte celular é um processo ativo que depende da ativacdo de cascatas metabOlicas
sinalizadas pela prépria célula ou por dano a membrana mitocondrial (CHEN, S. D. et al,,
2011).

Como evento motriz da apoptose esta a inflamacgdo. Evidéncias experimentais
também demonstram a acdo moduladora que as CMN-MO exercem sobre o processo
inflamatdrio, reduzindo seus efeitos deletérios (CARDOSO et al., 2013).

1.5.4.2 Diferencia¢do em Células Residentes

Talvez este seja 0 ponto mais controverso nos estudos da terapia celular com
CMO-MO para 0 AVE. Ensaios experimentais enfatizam a possibilidade das células que
conseguem chegar ao tecido alvo, receberem a influencia do microambiente e se diferencia
em células residentes do tecido nervoso (CHEN, J. et al., 2000; CHEN, J. R. et al., 2008;
KALLADKA e MUIR, 2011). Por outro lado, nem sempre este achado € replicado, no qual
ndo sdo encontradas evidéncias que sustentem a transdiferénciacao (WEI et al., 2007).

Acreditando no poder de diferenciacdo das células infundidas, o préximo desafio
sera confirmar ou induzir a integracdo do novo componente celular ao circuito perdido de
modo amplamente funcional (THWAITES et al., 2012).

1.5.4.3 Secrecdo de Fatores Troficos

O numero de células que chega ao tecido alvo por meio de transplantes
intravasculares € insignificante (DE VASCONCELOS DOS SANTOS et al., 2010), deste
montante, a quantidade que se diferencia em células residentes ainda ndo € um consenso e
grande parte delas ndo se instalam no tecido do receptor, morrendo logo apds a chagada
devido ao microambiente deletério (BRENNEMAN et al., 2010). Por isso, sozinhos estes
eventos ndo conseguem explicar os beneficios encontrados com a aplicacdo de células-tronco

em doencas cerebrovasculares. Assim, cresce o reconhecimento da importancia da secrecao
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de diferentes fatores sollveis bioativos por estas células que podem atuar em muitas vias
celulares sobre receptores especificos presentes em células do érgdo alvo, incluindo o sistema
nervoso (DE VASCONCELOS DOS SANTOS et al., 2010; RIBEIRO-RESENDE et al.,
2012). Estas moléculas, portanto, possibilitam a atuacéo pleitropica das células transplantadas
sobre o tecido prejudicado, promovendo, por exemplo, a estimulacdo de vias de reparo
enddgeno e a imunomodulagdo do mecanismo inflamatdrio (KALLADKA e MUIR, 2014).

Entre os fatores troficos mais citados na literatura secretados pelas células-tronco
estdo: Fator Neurotréfico Derivado do Encéfalo (BDNF), Fator Neurotrofico derivado da Glia
(GDNF), Fator de Crescimento Nervoso (NGF), Fator-1 de Crescimento Semelhante a
Insulina (IGF-1), Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), além de induzir a
producdo e a liberagdo de citocinas anti-inflamatérias, como: Interleucina-10 (IL-10), Fator-
Beta de Crescimento Transformador (TGF-Beta) e Fator Estimulante de Formacdo de
Colonia/Granulocitos (G-CSF).

Fator Neurotrofico Derivado do Encéfalo — BDNF é uma neurotrofina (NT) que
promove a proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo de neurénios (ZHENG et al., 2012).
Embora seja uma molécula tipica do tecido nervo, o0 BDNF deriva de diferentes fontes
periféricas, incluindo células sanguineas (SULIMAN et al., 2013).

Fator Neurotrofico Derivado da Glia — GDNF é uma molécula neurotrofica
crucial para o desenvolvimento e manutencao tanto de neurénios centrais quanto periféricos,
promove a sobrevivéncia e a diferenciacdo neuronal e previne a morte por apoptose apos dano
ao tecido nervoso (AIRAKSINEN e SAARMA, 2002).

Fator de Crescimento Nervoso — NGF é uma molécula bioativa que promove a
sobrevivéncia, diferenciacdo de neurbnios e atua tanto no encéfalo em desenvolvimento
guanto maturo, influenciando neurénios e células gliais. Ha evidéncias que o NGF promove
sinalizacdo enddgena de acdo neuroprotetora e de reparacdo tecidual (SOFRONIEW et al.,
2001).

Fator-1 de Crescimento Semelhante a Insulina — IGF-1 é um peptideo com acao
enddcrina na maioria dos tecidos, produzido em uma ampla variedade de 6rgdos. O IGF-1
aciona cascatas de sinalizacdo com implicacdes sobre a sobrevivéncia celular, sintese de
proteinas e utilizacdo de energia (LLORENS-MARTIN et al., 2009; RENEHAN et al., 2004).

Fator de Crescimento Endotelial Vascular — VEGF é um fator de crescimento que
ajuda na manutencdo da permeabilidade vascular e no crescimento de células endoteliais.

Atua, portanto, como fator promotor de angiogénese. Em areas teciduais danificadas, esta
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molécula favorece a sobrevivéncia celular e promove a revasculariza¢do, condicdo necessaria
para a recuperacéo do tecido e cicatrizacdo (BYRNE et al., 2005; HOEBEN et al., 2004).
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1.6 JUSTIFICATIVA

Apesar dos grandes esforgos, ainda ndo foi encontrado um tratamento eficaz ao
AVE que fosse substituivel ou complementar a Gnica op¢do até o momento aprovada, 0s
antitromboliticos (FUGATE e RABINSTEIN, 2014). Este fato abre possibilidade aos estudos
de propostas promissoras, entre as quais emerge as pesquisas com células-tronco (KIM e DE
VELLIS, 2009).

Reconhecendo a grande heterogeneidade da fisiopatologia do AVE, a literatura
traz evidéncias contundentes da acdo pleiotropica das células-tronco no que diz respeito ao
amplo espectro de fatores troficos e citocinas liberadas, responsabilizadas pelos efeitos
estruturais benéficos e de recuperacdo funcional alcangados nos resultados das pesquisas
experimentais (KALLADKA e MUIR, 2014).

Mesmo com todos os achados publicados, ainda ndo se tem certeza do
comportamento geral destas células quando chegam ao tecido nervoso apés a leséo isquémica.
Temos dados preliminares que demonstram os resultados promissores de CMN-MO em
modelos de isquemia cerebral no controle da inflamagdo e na recuperacdo
neurocomportamental (CARDOSO et al., 2013; FRANCO et al., 2012). A dindmica de
dispersdo e de sobrevivéncia das CMN-MO no tecido nervoso isquémico e saudavel, portanto,
€ 0 ponto de originalidade deste estudo.

Ha estudos que apresentam evidéncias de distribuicdo das células transplantadas
ao longo do corpo. Para rastrea-las, atualmente sdo utilizadas diferentes técnicas como, por
exemplo, imagem por ressonancia magnética (WEN et al., 2014) ou a aplicacdo de moléculas
com propriedade fluorescente para isola-las nos tecidos do receptor (VANDEPUTTE et al.,
2014). Com estas técnicas, percebe-se que grande parte dos estudos focam na dispersdo das
células infundidas pelos 6rgaos periféricos como baco, figado, pulmdes e rins (CHEN, L. et
al., 2014; MISRA et al., 2012) e ou para constatacdo para a baixa taxa de chegada ao tecido
nervoso (SCHWARTING et al., 2008).

Mesmo com todos esses achados, persiste a necessidade de formular mais
conhecimentos basicos sobre a biologia das CMN-MO no que tange a janela de
sobrevivéncia, migracdo e integracdo no microambiente encefalico danificado (LI et al.,
2010). Portanto, o esclarecimento do comportamento das células transplantadas que chegam
ao tecido nervoso pode corroborar com a fundamentacdo de ensaios translacionais e projetar
de forma mais contundente o uso de CMO-MO como opcéo terapéutica eficaz ao AVE com

uso desta linhagem celular.
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1.7 OBJETIVOS

1.7.1 Geral

Investigar o comportamento das células mononucleares da medula 6ssea no tecido

nervoso descrevendo sua biodistribuicdo no tecido sadio e isquémico, assim como a janela de

sobrevivéncia celular ao longo do tempo.

1.7.2 Especificos

a)

Analisar o decaimento das células transplantadas ao longo dos periodos de
sobrevida de 01 a 28 dias;

Discriminar caracteristicas terapéuticas das CMN-MO na protecéo tecidual;
Descrever o comportamento das CMN-MO no tecido sadio ao longo da janela
de estudo de 01 a 28 dias;

Analisar a evolucao histopatoldgica da isquemia experimental no estriado ao
logo das janelas de sobrevida de até quatro semanas;

Comparar a resposta inflamatoria entre a primeira e a quarta semana apos
isquemia; e

Apontar a influéncia das CMN-MO sobre a recuperacdo

neurocomportamental ao longo do tempo.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 52 ratos Wistar, machos, pesando entre 250-300g. Todos
alojados em gaiolas contendo entre 4-5 animais, com &gua e comida ad libitum. Os
procedimentos foram executados conforme aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa Animall
de Experimentacdo da Universidade Federal do Pard (CEPAE/UFPA), segundo protocolo
CEPAE n° 073-12. Todos os esforcos foram feitos para se evitar o sofrimento e o estado de
ansiedade nos animais.

Para o proposto estudo foram planejados trés grupos experimentais igualmente
organizados entre os quatro tempos de sobrevida de 01, 03, 07 e 28 dias, conforme disposto
na tabela O1.

Tabela 01. Grupos experimentais, descri¢do e quantidade de animais/ grupo.

Grupos Descricao NUmero

Animais Isquémicos Sem Tratamento (IST) receberam todos os
procedimentos cirurgicos e de inducdo de isquemia com endotelina-1
(ET-1). Contudo, o conteudo de tratamento ministrado foi apenas salina 3
estéril ou veiculo. A via de tratamento foi intracerebral (i.c.).

Animais Isquémicos Tratados com Células Mononucleares (ITCM)
receberam todos os procedimentos cirurgicos com indugdo isquémica
ITCM por ET-1 e infusdo intracerebral (i.c.) Unica de 5410° células
mononucleares da medula 6ssea (CMN-MO), 24 horas ap0s injecao de
endotelina-1.

Animais Falso Operado (FO) receberam todos os procedimentos
cirurgicos de inducdo isquémica sem aplicacdo de ET-1 e, receberam
infusdo intracerebral (i.c.) unica de 5,10° CMN-MO, 24 horas ap6s 5
injecdo de salina estéril ou veiculo.

IST

FO

2.2 PROCEDIMENTOS PRE-CIRURGICOS, CIRURGICOS E POS-CIRURGICOS
2.2.1 Procedimentos pré-cirargicos
Os animais foram adquiridos com pelo menos trés semanas de antecedéncia da

data prevista para cirurgia. Durante este periodo foram ambientados e manipulados para

reduzir reacOes de ansiedade e de estresse.
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No dia anterior & cirurgia, objetivando registrar as linhas de base dos animais,
estes realizaram os testes comportamentais que foram posteriormente executados em dias

especificos apos a cirurgia (item 2.3).

2.2.2 Procedimentos cirdrgicos

No dia da cirurgia de inducdo isquémica, os animais foram anestesiados com uma
mistura de Cloridrato de Cetamina (Vetanarcol®, Konig. 72mg/kg) e Cloridrato de Xilazina
(Kensol®, Koénig. 9mg/kg), uma vez abolidos os reflexos de retirada da pata e corneano, os
animais foram colocados em aparelho estereotéxico, sob a protecdo de manta térmica, para
localizacdo das coordenadas cirdrgicas em relacdo ao ponto bregma: +3,0mm, lateral; e
0,0mm, anterior; em relagcdo a superficie cortical, -3,5mm, ventral. Para tanto, uma incisdo
longitudinal foi feita com bisturi para exposi¢cdo da calota craniana e no ponto cirdrgico
encontrado foi feita a craniotomia com auxilio de uma broca cirargica. Neste ponto, segundo
a coordenada esterotaxica, foram injetados 80pmol de ET-1 (Sigma), diluidos em 1pl salina
estéril com auxilio de uma micropipeta de vidro difundido no Striatum do animal ao longo de
um minuto. Os animais do grupo FO receberam apenas salina estéril. Depois da cirurgia, 0s
animais foram aleatoariamente distribuidos entre os grupos ITCM e IST com posterior
realojamento nas respectivas gaiolas com a sobrevida predefinida entre 01, 03, 07 e 28 dias,

apenas saindo delas para realizar os testes comportamentais e, por fim, o sacrificio.

2.2.3 Procedimentos pos-cirargicos

Estes consistiram em testes comportamentais a serem realizados 01,0 3, 07 e 28
dias pds-inducdo isquémica (item 2.3), nos tratamentos propostos (item 2.4) e sacrificio dos
animais.

No dia do sacrificio, concluidos os testes comportamentais do dia, 0s animais
foram anestesiados com Cloridrato de Cetamina (Vetanarcol®, Konig. 72mg/kg) e Cloridrato
de Xilazina (Kensol®, Kdnig. 9mg/kg), abolidos os reflexos de retirada e corneano, foram
perfundidos intracardicamente, com 250-300 ml de tampéo fosfato salina (PBS 0,1M; 0,9%;
pH 7,2 — 7,4) heparenizada, seguido de 250-300 ml de paraformaldeido (4%) em tampéo
fosfato (PB 0,1M; pH 7,2 — 7,4). Depois da retirada do encéfalo, este foi pds-fixado por 24h

na mesma solucédo de paraformaldeido, o qual seguiu por bateria de crioprotecéo, em solucbes
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de concentragdes crescentes de sacarose diluidos em mistura de glicerina com PB (0,05M; pH
7,2-1,4).

Completada a crioprotecdo, os encéfalos foram cortados em criostato (Micron,
HMBS505E), pés-incluidos em Tissue-Tek® (Sakura) e seccdes montadas em laminas
histologicas gelatinizadas com cortes de 20pum ou de 50um, organizadas em estojo laminario
préprio e conservadas em refrigerador -20°C. Os cortes mais finos foram utilizados para a
realizacdo de imunoistoquimica basica (item 2.5.2) e 0s mais espessos para analise
histopatolégica (item 2.5.1).

2.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

A recuperagdo funcional dos animais foi aferida pelos seguintes testes

comportamentais: Teste Modificado de Remocéo do Adesivo e o Teste do Cilindro.

2.3.1 Teste de Remocéo do Adesivo

Foi utilizado o Teste Modificado de Remocéo do Adesivo proposto por Sughrue e
colaboradores (2006). O qual foi adaptado nas quantidades de tentativas propostas, de trés
para cinco. Das quais o melhor e pior desempenho foram excluidos para se ter menores
desvios nos testes por animal.

O teste em si consiste em envolver o punho do animal com um adesivo (3,5cm de
comprimento; por 1,0 cm de largura) em tentativas de 30s cada, alternadas entre as patas,
controlado por um cronometro em contagem regressiva. Com auxilio de um segundo
cronometro, todo e qualquer movimento esbocado pelo animal de retirada do adesivo sera
registrado no momento que for iniciado e parado no instante que for cessado (SUGHRUE et
al., 2006). Trata-se, portando, de um teste sensorio motor que faz a razdo do tempo que o
animal emprega em responder ao apelo de retirada do adesivo pelo tempo total do teste (30s)
em cada pata (razdo = tempo de retirada/ 30s).

Todos os dados foram tabulados e organizados entre 0s grupos e sobrevidas para

se inferir os resultados.
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2.3.2 Teste do Cilindro

O teste do cilindro foi aplicado para evidenciar o aspecto (as)simétrico de uso das
patas na exploracdo vertical das paredes de um cilindro de vidro com 20cm de didmetro
uniforme por 40cm de altura (SCHALLERT et al., 2000) nos dias de avalia¢éo.

Individualmente cada animal foi colocado no fundo de um cilindro de vidro
transparente. Por tras do cilindro foi posicionado um par de espelhos perpendiculares um ao
outro para favorecer a visualiza¢do de todas as faces do aparato durante o registro do teste.
Cada animal teve seu desempenho filmado ao longo de 10 minutos ou vinte toques no
cilindro.

Dados do teste do cilindro foram tabulados e analisados como descrito na
literatura (SCHALLERT et al., 2000).

2.4 TRATAMENTO

2.4.1 Terapia celular

Foi utilizada a via de transplante intracerebral de 5,10° CMN-MO. Estas células
foram extraidas da medula 0ssea de um animal doador da mesma ninhada dos animais
receptores. Protocolo adaptado de Girald-Guimarédes et al (2009). O animal doador foi
anestesiado com mistura de Cloridrato de Cetamina (Vetanarcol®, Konig. 72mg/kg) e
Cloridrato de Xilazina (Kensol®, Konig. 9mg/kg), abolidos os reflexos de retirada e
corneano, foi sacrificado com deslocamento cervical. Em ambiente estéril, o fémur e a tibia de
cada pata foram dissecados e imersos em salina estéril. Na camara de fluxo laminar (Veco,
Clean Plus), as epifises dos ossos foram cortadas e a medula dssea extraida em um tubo
coénico (14ml) em jatos de DMEM-F12 (Sigma-Aldrich, D8900-10X1L) com auxilio de uma
seringa (10ml), cuidadosamente inserida no canal da medula 6ssea. No tubo cdnico, a medula
Ossea foi mecanicamente dissociada e centrifugada por 5 minutos, centrifuga (Centribio, 80-
2B). Depois, o sobrenadante foi descartado e a mistura de células foi ressuspendida em 2ml de
DMEN-F12 e transferida para outro tubo conico contendo 2ml de Histopaque® (108, 31-
6X100XL) e centrifugada por 30 minutos. Deste ltimo, as células da fracdo mononucleares
da medula 6ssea (CMN-MO) foram extraidas do meio limite entre o Histopaque® e 0 DMEM-

F12. Em um terceiro tubo cbnico, as células foram lavadas em trés tempos com salina estéril
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por 5 minutos cada. As lavagens foram feitas em 3ml de salina estéril com ressuspensdo das
CMN-MO entre uma lavagem e outra (GIRALDI-GUIMARAES et al., 2009).

Depois da ultima lavagem, passou-se a contagem das células. O sobrenadante foi
descartado e as células no tubo adicionado 0,180ml (180pl) de DMEM-F12 e 0,020ml (20 pl)
de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich). Apds a ressuspensdo, uma aliquota foi retirada desta
ultima solucéo para contagem das células mononucleadas na Camara de Neubauer, tomando-
se por base, inicialmente, o fator de diluicdo igual a 10 (dez). O volume contendo 5,10°
células, determinado por regra de trés simples, foi injetado intracerebralmente na mesma
coordenada esteotaxica de inducdo isquémica, ap0s pré-impregnacdo com nanocristais
(Qtracker®. QDort — Life, Brasil).

2.4.1.1 Impregnacdo das CMN-MO com Nanocristais (QDort. Qtracker® Labeling celular).

Foi utilizado Qtracker® Labeling celular Protocol Kit para células em suspensao
(Nanocristais, QDort — Life, Brasil).

O preparo da solugéo de trabalho inicia com a mistura, em tubo conico de 1,5ml,
de 2ul do reagente A com 2ul do reagente B do kit (Qtracker® Labeling celular). Deixando-
se descansar por 5minutos. Finalizado o descanso, ao tubo c6nico com o0s reagentes foram
adicionados 200ul do meio de cultura completo (DMEM-F12+soro fetal bovino) e agitados
em vortex por 30segundos. Seguida a agitacdo, ao tubo com a solucdo de trabalho foi
adicionada a solugdo com 200ul com CMN-MO, passando para incubacdo a temperatura de
37°C por 45-60minutos.

Depois da incubacdo, foram realizadas duas lavagens com o meio de crescimento
completo (DMEM-F12+soro fetal bovino). Ao final, (res)suspendeu-se as CMN-MO ao
volume com concentracdo de interesse, da ordem de 125mil células/pl, para infusdo

intracerebral.
2.4.1.2 Transplante Intracerebral de CMN-MO

No dia da cirurgia para infusdo das CMN-MO (24h ap6s a inducdo isquémica —
item 2.2.2), os animais foram anestesiados com mistura de Cloridrato de Cetamina
(Vetanarcol®, Konig. 72mg/kg) e Cloridrato de Xilazina (Kensol®, Kdnig. 9mg/kg), uma vez
abolidos os reflexos de retirada da pata e corneano, os animais foram colocados em aparelho

estereotaxico, sob a protecdo de manta térmica, os pontos da sutura foram higienizados e
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rebatidos, a calota craniana foi reexposta e a ferida recebeu assepsia local. As mesmas
coordenadas cirdrgicas (+3,0mm, lateral; 0,0mm, anterior; e -3,5mm, ventral) foram usadas
para o transplante de 5x10° CMN-MO. Para tanto, este montante celular foi diluido & 4l de
solucdo (125mil células/pl) e infundido intraestriatalmente ao longo de 5minuto, por meio de
uma seringa Hamilton. Por outros cinco minutos, a agulha da seringa Hamilton foi mantida
estacionaria no mesmo local de infuséo para evitar o refluxo da solucéo.

Finalizado o transplante, o escalpe do animal foi suturado, higienizado e, ap6s

recuperacgdo da anestesia, o animal foi realojado na respectiva gaiola.
2.5 HISTOPATOLOGIA E IMUNOISTOQUIMICA

A anélise histopatologica foi realizada com coloragéo de violeta de cresila nos
corte de 50 um. Enquanto que a imunoistoquimica foi realizada nos cortes de 20um com dois
anticorpos especificos para identificacdo de microglia/macrofagos. Todos os protocolos
usados estdo descritos em estudos anteriores do nosso laboratério (CARDOSO et al., 2013;
FRANCO et al., 2012).

2.5.1 Histopatologico

A coloracdo com Violeta de Cresila foi aplicada para tingir, inespecificamente, o
tecido e evidenciar, na area de lesdo, eventos relativos ao infiltrado celular e/ou ao palor
tecidual, nos animais injetados com ET-1. Nos animais aplicados apenas salina estéril, a

Violeta de Cresila serve para orientar o sitio de injecéo.
2.5.2 Imunoistoquimica

A presenca de microglia/macréfagos ativados e geral foram identificadas,
respectivamente, pela marcacdo com ED-1 (1:200; Sorotec, mouse anti-rat CD68) e IBAl
(1:1.000, Wako Chemicals - USA).

Laminas montadas armazenadas em congelador (Consul, Freezer 300) -20°C,
foram secadas na estufa (BrasDonto, BrClave®) a 40°C por 30 minutos. Depois 0s cortes
delimitados com caneta hidrofébica e lavados em PBS por 3 minutos seguido de pré-

tratamento em tampdo borato (0,2M, pH 9,0; Nuclear) a temperatura constante de 65°C, por
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25 minutos e outros 20 minutos de esfriamento a temperatura ambiente. Nova lavagem em
PBS por 3 minutos e posterior imersdo em solucdo metanol (QEEL), 1,0% de peroxido de
hidrogénio (30%; Merck) sob agitacdo constante. Seguido de trés tempos de lavagem (3
minutos cada) em solucdo PBS/Tween® (0,05%; Sigma-Aldrich) e posterior incubacdo, por
1h, em soro normal de cavalo (anticorpo ED-1/CD68) e em soro normal de cabra (IBAl)
diluidos em PBS (1:9), em cdmara Umida. Passando a noite incubados nos respectivos
anticorpos primarios, seguem para trés tempos de lavagem (3 minutos cada) em PBS/Tween®,
os cortes foram incubados por 2h em anticorpo secundario: anti-camundongo feito em cavalo
(1:100; Vector) para ED-1/CD68 e anti-coelho feito em cabra (1:100; Vector) para IBAL.
Lavagem em trés tempos (3 minutos cada) em PBS/Tween e incubacdo em Complexo
Avidina-Biotina peroxidase (Vector, kit ABC Vectastain®) por 2h e posterior lavagem em
PBS/Tween (4 tempos, 3minutos cada) seguido para revelacdo. Esta foi realizada em
diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich), solugdo pré-montada (125mg DAB; 250ml de PB
0,1M, pH 7,2 — 7,4 e; 130 ul de H,0,). Apos reacdo, os cortes foram lavados em PB 0,1 M
(pH 7,2 — 7,4), secos em estufa, desidratados em bateria de &lcool/ xileno para montagem em
Entellan® (Merck).

2.6 METODO DE ANALISE DOS DADOS

Os dados foram analisados qualitativamente. As laminas histologicas marcadas
por métodos de imunoistoquimica, Nissl e por fluorescéncia foram analisadas,
respectivamente, em microscopio de luz (Bioval) e fotografados em foto-microscopio
(Olympus Evolt E-330); e imagens obtidas em fotomicroscopia com fluorescéncia para
destacar as CMN-MO impregnadas com nanocristais das demais células do tecido pelo
sistema de microscopia Zeiss, Axio Scope Al, com camera embutida (AxioCam HRc, Zeiss)

ligada a um computador.
2.7 ANALISE ESTATISTICA
A analise estatistica foi realizada por Andlise de Variancia, um critério e teste de

correcdo de Bonferroni e Teste t de Student com indice de significancia estipulados para

p<0,05. Os resultados sdo apresentados em graficos de colunas (média * desvio padréo).
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3 RESULTADOS

3.1 A ANALISE HISTOPATOLOGICA EVIDENCIA A PRESENCA DE DENSO
INFILTRADO CELULAR NOS ANIMAIS TRATADOS E EXTENSO PALOR TECIDUAL
NOS ANIMAIS CONTROLE

Os achados histopatoldgicos foram analisados nos grupos ITCM e IST entre o
inicio da 22 semana ap6s a inducdo isquémica, momento em que a popula¢do microglial atinge
seu apice; e o término na 4% semana, quando ocorre a resolucdo da resposta inflamatéria
mediada pela microgia. No primeiro instante, afere-se a eficacia do modelo de indugdo
isquémica local. Tanto na figura 3A quanto 3B percebe-se 0 massivo infiltrado celular e, no
entorno, a rarefacéo celular — o palor tecidual. Esta configuragdo pode ser observada ainda nas
figuras 3C e 3D. Contudo, notam-se 0os maiores grumos celulares nos animais dos grupos
ITCM de 07 e 28dias (fig.03 — A e C) quando comparados a seus respectivos controles. Ao
final da quarta semana, os animais do grupo IST demonstram menor infiltrado celular com o
palor tecidual ainda bastante evidente (fig.03 — D). Isso é claramente o oposto daquilo

observado nos animais do grupo ITCM com a mesma sobrevida (fig.03 — C).

ITCM IST

07d

FIGURA. 03 — Histopatologia, coloracdo com Violeta de Cresila. Objetiva 4x (A, B, C e D); objetiva 10x (a, b,
c e d). Barra maior: 200um; barra menor: 150pm.
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Desses achados infere-se que a inducdo isquémica por ET1 consegue provocar
eventos fisiopatoldgicos semelhantes aqueles descritos no AVE em humanos, como: o palor
tecidual e a quimiotaxia de células do sistema imunoldgico para o sitio de lesdo. A infuséo de
CMN-MO no sito de lesdo promove preservacdo tecidual tardiamente e a maior concentragéo
de células infiltradas nos grupos de tratamento pode se dar pela presenca das CMN-MO tanto

na fase subaguda quanto cronica do AVE experimental.

3.2 CMN-MO MODULAM A RESPOSTA INFLAMATORIA E SAO A PROVAVEL
CAUSA DO FORTE INFILTRADO CELULAR

Os procedimentos de imunoistoquimica béasica para os anticorpos ED1 (fig.04) e
IBA1 (fig.03) seguiram o mesmo desenho daquele apresentado na andlise histopatoldgica
(fig.03). Células ED1+ foram densamente encontradas aos sete dias nos animais do grupo IST
(fig.04 — B) e em menor propor¢do nos animais tratados com CMN-MO em qualquer
sobrevida (fig.04 — A e C). Na quarta semana, tanto o grupo ITCM (fig.04 — C) quanto do
grupo IST (fig.04 — D) apresentavam significativa marcacdo de células ED1+, contudo, com
perfil de distribuicdo diferente. Nos animais ITCM de 28dias, as células ED1+ concentram-se
no sitio de transplante (fig.04 — C); ja, nos animais-controle de 28dias, a dispersao das células
ED1+ ainda é bem ampla (fig.04 — D).

ITCM IST

07d

28d

FIGURA. 04 — Imunoistoquimica, ED1. Objetiva 4x (A, B, C e D); objetiva 10x (a, b, ¢ e d). Barra maior:
200pum; barra menor: 150um.
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Todavia, a imunoistoquimica para as células IBAL1+ evidencia forte impregnacao
no tecido aos sete dias, tanto nos animais do grupo tratado (fig.05 — A) quanto no controle
(fig.05 — B). E, aos 28dias, animais do grupo ITCM tém menor marcacdo de células IBA1+
(fig.05 — C) quando comparado aos animais do grupo IST, que ainda manifestam densa
marcacdao para células IBA1+ (fig.05 — D).

ITCM IST

07d

28d

FIGURA. 05 — Imunoistoguimica, IBAL. Objetiva 4x (A, B, C e D); objetiva 10x (a, b, c e d). Barra maior:
200um; barra menor: 150um.

As revelagdes da imunoistoquimica para ED1 e IBA1 ponderam significativa
presenca de microglia/macrofagos ativados (fig.04) principalmente nos animais do grupo
controle (fig.04 — B e D), e de migicroglia/macrofagos gerais (fig03) com marcacdo mais
ténue nos animais do grupo ITCM de 28dias (fig.05 — C) quando comparado a qualquer outro
grupo e sobrevida (fig.05 — A, B e D). Esses achados concluem que a terapéutica CMN-MO
aléem de favorecer o controle da resposta imunoldgica, ainda pode ser a resposta a massiva
presenca células infiltradas, descrita na analise histopatoldgica da figura 03 (item 3.1). Isso
quer dizer que grande parte das células ali presentes ndo era proveniente da resposta
imunolégica do tecido e sim, provavelmente, a disseminagédo das células transplantadas ainda

vivas entre a 22 e a 4% semana de transplante.
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3.3 O MICROAMBIENTE ISQUEMICO PROVOCA AMPLA DISTRIBUICAO DAS CMN-
MO, E SUA REDUGAO NO TECIDO AO LONGO DO TEMPO

ITCT FO

01d

03d

07d

28d

FIGURA. 06 — Microscopia com fluorescéncia, Nanocristais (Qdot). Células mononucleres da medula ésse
(CMN-MO). Objetiva 10X. Barra: 200um.

Os dados das imagens da figura 06 apresentam forte evidéncia de ampla
disseminacdo das CMN-MO em todos os tempos de sobrevida nos animais do grupo ITCM
(fig.06 — A, C, E e G), destacadamente em 01 a 07 dias. Nos animais do grupo FO, percebe-se
ténue dispersdo das CMN-MO, ficando mais concentradas as proximidades do sitio de

transplante (fig.06 — B, D, F e H). Outro dado relevante é o decaimento da populagdo de
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CMN-MO com perfil semelhante entre os grupos ITCM e FO (fig.06). Todavia, esta redugéo
parece ser mais intensa no montante celular dos animais do grupo ITCM, quando comparado
aquele observado no grupo FO (fig.06).

Dos achados, consegue-se inferir que as CMN-MO sdo perdidas ao longo dos
tempos de sobrevida e apresentam maior biodistribuicdo nos animais que sofreram isquemia
(fig.06). Ao que parece, no tecido nervoso sadio, ndo ha estimulos provocadores que
determinem a distribui¢cdo das CMN-MO pelo microambiente.

3.4 0S TESTES COMPORTAMENTAIS NAO EVIDENCIAM DIFERENCAS ENTRE OS
GRUPOS

Os testes comportamentais aplicados neste estudo ndo discriminaram a evolugéo
neurofuncional entre os grupos montados nos tempos de sobrevida analisados (fig.07 e
fig.08).

3.4.1 Teste do Cilindro

A analise quantitativa dos dados do teste do cilindro ndo evidencia diferencas
significativas de recuperacao funcional entre os animais dos grupos IST e ITCM. Percebe-se
com isso que ocorre uma resposta de restabelecimento do uso das patas de forma similar entre
0s grupos ao longo de 28 dias de observacéo (fig.07). Ao que parece, a terapéutica com CMN-
MO ndo manifestou resultados destacados no grupo ITCM, onde os animais apresentaram

recuperacdo espontanea, equivalente ao grupo controle IST.
0.6+

& IsT
0.4 O ITCT

]

-0.24 1dia 3dias 7dias 28dias

0.2+

Razéo de Assimetria
(Esq - Dir)/(Dir + Esq)

FIGURA. 07 — Teste do Cilindro. Avaliagdo realizada ao longo das sobrevidas de 1 a 28 dias. Quanto mais
préximo do 0 (zero) maior a simetria entre as patas. Colunas para o lado (+) indicam assimetria com maior uso
da pata esquerda. Colunas (-), maior uso da pata direita.
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Contudo, infere-se dos dados a eficécia da inducao isquémica entre os grupos. Do

1° ao 3° dias os niveis de assimetria sdo altos, tendenciando a simetria entre as patas, a partir

do 7° dia.
3.4.2 Teste de Remocéao do Adesivo

Estes resultados evidenciam a assimetria prolongada do grupo IST até o 7°dia,

tornando-se simétrico no 28°dia. No 3°dia, o grupo FO recupera a simetria que evolui até o

final da 42 semana.
No 7°dia, os grupos que sofreram indugdo isquémica manifestam acentuada

assimetria. Este resultado se apresenta inesperado no 28°dia, no qual o grupo IST recupera a

simetria e 0 grupo ITCM permanece assimétrico.

0.87
© 3 IST @3 ITCT @ FO
‘= W 0.61
© +
E
‘% 0o 0.44
s T _ [
3= 0.2
lo D
n% 2 0.0
1
-0.2- 1Dia 3Dias 7Dias 28Dias

FIGURA. 08 — Teste Modificado de Remog¢éo do Adesivo. Avaliagdo realizada ao longo das sobrevidas de 1 a
28 dias. Quanto mais préximo do O (zero) maior a simetria entre as patas. Colunas para o lado (+) indicam
assimetria com maior uso da pata esquerda. Colunas (-), maior uso da pata direita.

Os dados de ambos 0s testes comportamentais ndo corroboram com os achados

teciduais evidenciados pelas CMN-MO nas analises de imunoistoquimica e histopatolégicos

descritos nos itens 3.1 e 3.2.
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4 DISCUSSAO

4.1 VISAO GERAL

O modelo experimental utilizado foi bem sucedido para induzir isquemia no
estiado dorso lateral de ratos pela aplicagdo de microinjecbes de ET1(NGUEMENI et al.,
2015; ROOME et al., 2014). Os achados aqui descritos foram consistentes com o0s principais
eventos histopatolégicas evidenciados na clinica do AVE, entre os quais estdo: a perda
tecidual progressiva e resposta inflamatéria (JUNG et al., 2013; KAWABORI e YENARI,
2015). Este resultado também é congruente com achados experimentais ja realizados em
nosso grupo (CARDOSO et al., 2013; FRANCO et al., 2012) e semelhante aquele descrito na
literatura sobre a tematica que aplicaram ET1 para induzir lesdes isquémicas focais em
roedores (LIVINGSTON-THOMAS et al., 2013; ROOME et al., 2014).

A escolha do estriado dorso lateral para o sitio de indugdo isquémica experimental
e, posterior transplante de CMN-MO, foi baseado em estudos experimentais classicos que
evidenciam a participacao desta estrutura neuroanatomofuncional no controle motor das patas
anteriores de ratos (BROWN et al., 1987; KELLY et al., 1982). Este conhecimento sustenta a
selecdo dos testes comportamentais usados neste ensaio cuja esséncia avaliativa pondera sobre
os indices de (as)simetria entre as patas em atividades exploratdrias e espontaneas natas de
cunho sensoriomotor. No que tangue ao respaldo da selecdo de uma estrutura subcortical
como o estriado, para execucdo do presente estudo experimental, € a manifestacdo clinica dos
eventos de AVEs. Dados epidemioldgicos estimam que 25% das doengas cerebrovasculares
ocorrem em estruturam profundas (ARBOIX et al., 2014; NORRVING, 2008), nutridas pela
rede vascular perfurante, tal quais os nucleos da base. Estas formagdes nucleares participam
de diversas funcdes, entre as quais esta o controle motor, a principal queixa de prejuizo ap6s
eventos isquémicos encefalicos (HANDLEY et al, 2009; POLLOCK et al., 2014,
SINISCALCHI et al., 2012).

Neste mesmo pensamento, a eleicdo do protocolo de entrega intracerebral das
CMN-MO foi feito neste estudo por favorecer o mimetismo da chegada de uma populacédo de
células transplantadas ao sitio da lesdo isquémica e ainda possibilitar o controle de algumas
variaveis que seriam dificeis de serem mantidas na infusdo intravenosa (p. ex.), a saber: a
quantidade de células que chegam ao tecido, o instante temporal estimado de entrada no
tecido e a distribuicdo ao longo da &rea de lesdo isquémica. Reconhece-se, contudo, que

clinicamente, o transplante celular intracerebral ndo é um procedimento recente e ndo é a
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primeira opgdo entre os profissionais (BENCHOUA e ONTENIENTE, 2011; FISHER e
GAGE, 1994; YASUHARA e DATE, 2007). Este método tem o pro de ser de entrega precisa
no tecido alvo das células transplantadas, mas o forte contra de ser um procedimento com
caracteristicas cirrgicas ainda mais invasiva que a infusdo celular por via intravascular
(MISRA et al., 2012). Contudo, manteve-se 0 interesse neste protocolo por, junto com o
modelo de isquemia e 0s testes comportamentais apresentados, consolidar o delineamento da
resposta a pergunta experimental e no alcance dos objetivos tracados.

Neste contexto, destacam-se o0s resultados deste estudo que apontam a
significativa dispersdo das CMN-MO no tecido nervoso isquémico, assim como a maior taxa
de perda das células transplantadas no grupo ITCM comparado ao FO. Os dados
histopatolégicos e imunoistoquimicos juntos evidenciam que a massa de células infiltradas
observadas, até na quarta semana de sobrevida, no grupo ITCM € em grande parte oriunda da
permanéncia das células transplantadas no tecido, quando comparado ao grupo IST. O
refinamento dos procedimentos para infusdo das CMN-MO intracerebral parece ser fator
chave para se apurar dados nos testes comportamentais que discriminem com mais
sensibilidade os grupos e, assim, evidenciar resultados que corroborem com os achados

histoldgicos encontrados.

4.2 ANIMAIS DO GRUPO TRATADO APRESENTARAM MAIOR INFILTRADO
CELULAR EM QUALQUER TEMPO DE SOBREVIDA

A massa de células infiltradas na area de lesdo apds isquemia é em esséncia
oriunda da resposta imunoldgica, em particular, microglia, astrocitos, linfocitos e macréfagos
(DUCRUET et al., 2011; JIN et al., 2010). Em nossos resultados, observa-se intensa
concentracdo celular no sitio de isquemia evidenciado pela andlise histopatologica por
coloracdo com Viotela de Cresila. Contudo, inesperadamente, a maior intensidade da
coloracdo esta nos animais do grupo ITCM (fig.03). Isso gerou a hipotese que a infusao
intracerebral de CMN-MO tenha exacerbado a resposta imunoldgica do tecido (COYNE et
al., 2006; IRONS et al., 2004).

Este achado apesar de consistente ndo é completamente respaldado pela literatura
que afirma a baixa imunogenicidade da linhagem celular utilizada neste ensaio (MA et al.,
2012). A hipodtese, entdo, foi testada para se verificar a possivel carga imunoldgica ativada
com a presenga das células transplantadas com marcadores de microglia/macréfagos nos

tempos de sobrevida com o maior indice dessas células e no momento de sua resolucéo (figs.
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04 e 05). Os resultados de imunoistoquimica para ED1 (fig.04) e IBA1 (fig.05) refutaram a
hipotese lancada, por ter sido observado que de fato, o transplante de CMN-MO reduziu
sensivelmente a quantidade de microglia/macréfagos no tecido. Esses dados sdo coincidentes
com a literatura (GIRALDI-GUIMARAES et al., 2012) e reproduzidos em estudos anteriores
no nosso grupo (CARDOSO et al., 2013; FRANCO et al., 2012).

Este delineamento, por fim, evidencia que o infiltrado celular discutido é em
ampla parte constituido pelas CMN-MO infundidas no tecido, e que permanecem ali mesmo

na sobrevida mais tardia.

43 A AMPLA DISSEMINACAO DAS CMN-MO E CAUSADA PELA RESPOSTA
INFLAMATORIA DO RECEPTOR A LESAO ISQUEMICA

Aferida a baixa imunogenicidade da linhagem celular derivada da medula 0ssea
(DEUSE et al., 2011; GEBLER et al., 2012; SOLEYMANINEJADIAN et al., 2012), torna-se
praticamente zerada a possibilidade de inferéncias que pontuem a resposta inflamatoria e
fatores deletérios locais, provocados pelo enxerto celular, tenham desencadeado a
consideravel dispersdo das CMN-MO observada em nossos resultados de fluorescéncia (item
3.3). Toda via, reconhece-se que associado a isquemia cerebral estdo eventos que configuram
a fisiopatologia do AVE, entre os quais, descreve-se a resposta inflamatoria (TOTH et al.,
2015). Por isso, estabelece-se a hipdtese de que eventos fisiopatologicos inflamatorios
enddgenos podem ser os responsaveis pela migracdo das CMN-MO infundidas.

Este pensamento é sustentado em estudos experimentais que trazem evidéncias do
poder migratorio que certas linhagens celulares apresentam no tecido do hospedeiro apos
transplante (PRAET et al., 2012; SHAMLOO et al., 2015). Este fenbmeno vem pouco a
pouco sendo respaldado pela exposicdo da cascata molecular que subsidia a efetivacdo deste
evento bioldgico. Algumas sd@o moléculas gerais: Fator-lalfa Derivado do Estroma (SDF-1),
quimiocinas e ATP (GUO et al., 2015; LAUPHEIMER et al., 2014; YU, Q. et al., 2015);
outras sao fatores tréficos especificos: Fator de Crescimento Nervoso (SHAMLOO et al.,
2015); e ainda had aquelas de mediadas pela resposta inflamatoria: receptor de manose
(GIRALDI-GUIMARAES et al., 2012; STURGE et al.,, 2007). Apesar o microambiente
isquémico ser propicio a expressdo de sinalizadores inflamatorios, qualquer uma das
moléculas citadas pode esta presente, em menor ou maior concentracdo, em qualquer fase da
resposta imunologica e, assim, favorecendo o processo de biodistribuicdo das CMN-MO

observadas neste estudo.
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44 O MICROAMBIENTE DELETERIO DA LESAO ISQUEMICA FAVORECE O
DECAIMENTO DAS CMN-MO

Nossos resultados sugerem que ha significativo decaimento das CMN-MO
transplantadas nos animais do grupo ITCM, comparado ao grupo FO. Este achado confere
com estudos experimentais classicos que evidenciam o comprometimento da viabilidade das
células enxertadas por componentes da resposta inflamatéria local (COYNE et al., 2006;
MOLCANYI et al., 2007). Mais recentemente, abordagens clinicas em fase | e Il corroboram
com nossos resultados no sentido de afirmar que ha massiva morte do montante celular
transplantado ao longo do tempo e que fatores intrinsecos do tecido do receptor contem a
chave desse fenébmeno (PHILIPPE et al., 2010). O interesse neste assunto ndo recente e
ensaios experimentais testam que o pré-condicionamento do enxerto celular antes do
transplante melhora a viabilidade celular e realca os efeitos das células infundidas no tecido
receptor (HERRMANN et al., 2010; LUO et al., 2012; MIAS et al., 2008).

Com relagdo a permanéncia no tecido ao longo do tempo, Brenneman et al,.
(2010) no mesmo estudo que evidencia a agdo imunomoduladora de células mononucleares da
medula éssea, tambeém discute o rapido decaimento dessas células sitio de lesdo, até sete dias,
com entrega intra-arterial (BRENNEMAN et al., 2010). Em nosso modelo de transplante

intracerebral, podemos assumir que o perfil de decaimento é semelhante aquele descrito.

45 0S TESTES COMPORTAMENTAIS NAO FORAM SENSIVEIS PARA ATESTAR
DIFERENCAS ENTRE OS GRUPOS

Os testes comportamentais usados neste estudo objetivavam aferir o grau de
(as)simetria entre as patas, no teste do cilindro (SCHALLERT et al., 2000), e a disfuncéo
sensoriomotora, no teste de remocédo do adesivo (SUGHRUE et al., 2006), adquirida entre 0s
animais que sofreram lesdo isquémica no estriado dorso lateral e, ainda, destacar diferencas
evolutivas em resposta ao tratamento com CMN-MO. Contudo, nossos resultados ndo atestam
esta expectativa. Resultados inesperados semelhantes sdo encontrados na literatura (CLARKE
et al., 2007; JENSEN et al., 2013) e sdo apresentados com diferentes argumentos.

Em nosso resultado, suspeita-se que a sensibilidade dos testes tenha sido afetada
pelos procedimentos de transplante das CMN-MO. De modo geral, todo o aparato para
execucdo do transplante intracerebral foi cuidadosamente analisado para reduzir a0 minimo 0s

danos mecénicos ao tecido com uso de uma seringa Hamilton. Talvez as dimensdes da agulha
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e/ou a dindmica de infuséo tenham favorecido este resultado. Em experimentos semelhantes,
sdo usados métodos e técnicas refinados e automatizados (JENSEN et al., 2013; LEVEQUE et
al., 2015; WANG et al.,, 2011). Em estudos posteriores estes instrumentos podem ser

melhorados para aumentar a confianga dos resultados.
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5 CONCLUSAO

e As coordenadas estereotaxicas foram precisas para atingir o estriado dorsolateral, local

estimado para inducdo isquémica e transplante celular;

¢ 80pMol de Endotelina-1 foram eficientes para prover isquemia no estriado dorsolateral com

alteracOes histopatoldgicas e comportamentais reproduzivel;

O tratamento com 5,10° CMN-MO no sitio da lesdo isquémica demonstrou-se eficaz na

modulacdo da resposta inflamatéria;

e A maior concentracdo de infiltrado celular nos animais do grupo tratado aferia a presenca

das células transplantadas, mesmo em sobrevida tardia, sem significado inflamatério;

e Tanto os animais do grupo ITCM quanto FO demonstraram o mesmo perfil de decaimento
ao longo das sobrevidas das CMN-MO transplantadas. A maior perda esteve entre 0s animais
do grupo ITCM, evidenciando que o microambiente é determinante sobre a viabilidade

celular;

¢ Os testes comportamentais evidenciaram os déficits sensoriomotores e de assimetria
adquiridos entre os animais que sofreram inducdo isquémica. Contudo, ndo foram sensiveis
para evidenciar diferencas evolutivas entre 0 grupo de tratamento e o controle. 1sso pondera

refinamento nos procedimentos cirargicos de infusdo celular intracerebral,

e Nossos achados corroboram com a literatura tracando o perfil de perda celular apos o
infusdo intracerebral com destaque ao decaimento gradativo na primeira semana e acentuada

até a quarta semana de observacdo.

e Outros testes imunoistoquimicos podem ser realizados para analisar a influéncia que CMN-
MO, transplantadas intracerebralmente, manifestam sobre o perfil da microglia (M1 e M2);
sobre a dindmica da astrogliose no sitio de infusdo; a taxa de transdiferenciacdo em células
natas do tecido nervoso, se ocorrer; e analisar provaveis modificacdes na expressdo de

citocinas inflamatdrias.
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