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RESUMO

Diversos estudos sugerem que a tetraciciclina semi-sintética minociciclina e o
transplante de células mononucleares da medula dssea (CMMOs) induzem
neuroprotecdo em modelos experimentais de acidente vascular encefélico (AVENC).
No entanto, poucos investigaram, comparativamente, os efeitos destas duas
abordagens terapéuticas ap6s AVENC induzido por microinjecfes de endotelina — 1
(ET -1). Nesta dissertacdo, objetivou-se comparar os efeitos do bloqueio microglial
com minociclina com os obtidos pelo transplante intraestriatal de CMMOs na fase
aguda apds acidente vascular encefélico experimental, sobre a area de leséo,
neuroprotecdo, apoptose de recuperacdo funcional. Ratos machos adultos, da raca
Wistar, pesando entre 250 e 3509, foram distribuidos em quatro grupos experimentais:
controle (chamado de Salina) - isquémico tratado com salina (N=4), isquémico tratado
com minociclina (N=4), isquémico tratado com CMMOs (N=3) e doador de CMMOs
(N=2). Testes comportamentais foram realizados em 1, 3 e 7 dias p6s-isquemia para
avaliar a recuperagdo funcional entre os grupos. Animais tratados com minociclina
receberam 2 doses diarias de 50mg/kg nos 2 primeiros dias, e 5 aplicacfes Unicas de
25mg/kg (i.p) nos dias subseqiientes até o sexto dia apés a inducdo isquémica. 1x10°
de CMMOs foram obtidas de ratos da mesma linhagem e transplantadas diretamente
no estriato, 24h apds a lesdo isquémica. Todos os animais foram perfundidos 7 dias
apods a inducdo isquémica. Sec¢des coronais foram coradas por violeta de cresila para
analise histopatoldgica geral, e por imunohistoquimica para a identificacdo de corpos
neuronais (neuN), microglia/macrofagos ativados (ED1) e células apoptoticas
(Caspase-3). A andlise histopatoldgica geral mostrou grande palor, perda tecidual e

intensa ativacdo microglial/ macrofagica no estriato de animais tratados com solugéo
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salina estéril. O tratamento com CMMO foi mais eficaz do que a minociclina (P<0,05,
ANOVA-Tukey) na redugdo do nimero de microglia/macrofagos ativados (salina
276,3 £ 9,3); CMMOs 133,8 + 6,8) e minociclina 244,6 + 7,1). CMMOs e minociclina
reduziram a area de lesdo, em 67,75% e 69,1%, respectivamente. Os dois tratamentos
promoveram o mesmo nivel de preservacdo neuronal (p< 0,05) em relagéo ao controle,
61,3 +1,5); 86,8 + 3,4) e 81 + 3,4). As CMMOs reduziram de forma mais eficaz (p<
0,01) o nimero de células apoptdticas em relagdo & minociclina e grupo controle (26,5
+ 1,6); 13,1 £ 0,7) e 19,7 £ 1,1). Ambas as abordagens terapéuticas promoveram
recuperagdo funcional dos animais isquémicos. Os resultados sugerem que 0
tratamento com CMMOs é mais eficaz na modulacdo da resposta microglial e na
diminuicéo da apoptose do que o tratamento com minociclina, apesar de ambos serem
igulamente eficazes para inducdo da neuroprotegdo. Estudos futuros devem investigar
se o tratamento com minociclina associado ao transplante de CMMOs produzem

efeitos sinérgicos, o que poderia amplificar os niveis de neuroprotecdo observados.

PALAVRAS-CHAVE: Estriato; Acidente Vascular Encefalico; Inflamacao;

Microglia; Minociclina, Células Mononucleares da Medula Ossea.
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ABSTRACT

Several studies suggest that both the semi-synthetic tetracycline minocycline and
mononuclear bone marrow cell (BMMCs) transplantation induce neuroprotection in
experimental models of stroke. However, a few studies comparatively investigated the effects
of these therapeutic approaches following endothelin-1 (ET-1)-induced stroke. In this
dissertation, we aimed at investigating the comparative effects of microglial inhibition with
minocycline and BMMC transplantation in the acute phase of experimental stroke. Male adult
Wistar rats were divided in four experimental groups: saline-treated (N=4), minocycline-
treated (N=4), BMMC-treated (N=4). Behavioral tests were performed at 1, 3 and 7 days
post-ischemia to evaluate functional recovery between groups. Animals treated with
minocycline received two 50mg/kg (i.p.) doses in the first two days plus five single 25mg/kg
(i.p.) daily doses up to sixth days post-ischemia. 1x10° BMMCs were obtained from Wistar
rats and directly transplanted into the striatum at 24h post-ischemia. Animals were perfused at
7 days after ischemia onset. Coronal sections were stained with cresyl violet for gross
histopathological analysis and immunolabeled for identification of neuronal bodies (NeuN),
activated microglia/macrophages (ED1) and apoptotic cells (active caspase-3). Gross
histopathological analysis revealed pallor, tissue loss and intense microglial/macrophage
activation in ischemic animals treated with sterile saline. BMMC transplantation induced a
higher reduction (p<0.05, ANOVA-Tukey) in the number of ED1+ cells than (saline, 276, 3+
9,3;BMMCs, 133,8+ 6,8; minocycline, 244,6 + 7,1). BMMC transplantation and minocycline
reduced the infarct area, compared to control, in about 67,75% and 69,1%, respectively, with
no statistical differences between treatments (p>0.05). Both treatments afforded comparable
levels (p>0.05) of neuronal preservation compared to control (61,3 1,5; 86,8+ 3,4; 81+3,4).

BMMC treatment induce a higher decrease in the number of apoptotic cells compared to
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control and minocycline treatment (26,5 1,6; 13,1+ 0,7; 19,7+ 1,1). Both therapeutic
approaches improved functional recovery in the ischemic animals. The results suggest that
BMMC transplantation is more effective in modulating microglial activation and reducing
apoptic cell death than minocycline, although both treatments are equally efficacious on
improving neuronal preservation. Future studies should investigate whether minocycline
treatment concomitant with BMMC transplantation produces synergistic effects, which might

improve neuroprotection.

KEY-WORDS: Striatum; Stroke; Inflammation; Microglia; Minocycline; Bone Marrow

Mononuclear Cells; Stem cells.
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INTRODUCAO

1.1 CONCEITUAGCAO E EPIDEMIOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR

ENCEFALICO

O acidente vascular encefdlico (AVENC) isquémico é provocado pela reducéo do
fluxo sanguineo nas artérias cerebrais, levando a uma deplecdo energética, e
consequentemente, a morte de células no territério isquémico. A isquemia encefalica
contabiliza, aproximadamente, 80% de todos o0s acidentes cerebrovasculares, e se constitui
na segunda causa mais comum de morte posteriormente a doenca isquémica cardiaca
(MASSARO, 2006; ZHOU et al., 2010).

No que tange & etiologia da doenca, a hipertensdo arterial sistémica ndo-controlada se
constitui em uma das maiores causas de isquemia, bem como outros fatores de risco
modificaveis, como o elevado consumo de alcool, o tabagismo, e ainda, além das
enfermidades tropicais endémicas como a Doenca de Chagas e a Malaria (CAMARGO et

al., 2005).

Os déficits posteriores ao evento isquémico podem incluir paralisia, paresia,
dificuldades com a memoria, com aprendizagem e linguagem. Desta forma, vé-se que o
AVENC constitui-se em uma das maiores causas de incapacidades e 6bitos em muitos
paises em todo o mundo. (CAPLAN, 2003; CAMARGO et al., 2005).

Na América Latina, 0 AVENC é considerado uma doenca epidémica pela Organizagao
Pan-Americana de Salde (OPAS), apresentando incidéncia e prevaléncia varidveis ao
longo de todo o continente, o que reflete as diferengas geograficas, étnicas, culturais e
socioecondmicas regionais, além da diferenca de acesso aos servigos de saide entre as

populagdes rural e urbana (MANSUR et al., 2003; SAPOSNIK & DEL BRUTTO, 2003).
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No Brasil, a transicdo epidemioldgica, caracterizada pela reducdo na prevaléncia de
doengas infecciosas e a elevagdo na taxa de ocorréncia das doengas cronicas nao-
transmissiveis, ocorreu em varios lugares, mas ndo em todo pais. Em 2005, o AVENC foi
considerado a principal causa de mortalidade com 90.006 6bitos, sendo mais prevalente
entre as mulheres do que nos homens, e a Doenga Arteriocoronariana (DAC) ocupou 0
posto de segundo lugar. Portanto, no tocante a magnitude da mortalidade, 0o AVENC deve
ser considerado como um critico problema de satde publica (CONNOR et al., 2007;

LOTUFO & BENSENOR, 2009; LOTUFO, 2005; PONTES-NETO et al., 2008).

Considerando sua alta prevaléncia, letalidade e morbidade, além dos custos
econdmicos, a relacdo com fatores de risco modificaveis e com o0s mecanismos de
profilaxia eficazes, 0 AVENC ¢ altamente elegivel para a prevengdo. Contudo, acdes
desfavoraveis sobre os fatores de risco, a deficiéncia no conhecimento sobre a doenca
entre a populacdo e até entre a comunidade médica, a ma aplicacdo ou subutilizagdo dos
programas preventivos e a falta de énfase em treinamentos profilaticos, tem contribuido
para as elevadas taxas de incidéncia do AVENC (DEB et al., 2010; MASSARO, 2006;

PONTES-NETO et al., 2008).

1.2 FISIOPATOLOGIA DO AVENC ISQUEMICO

O AVENC possui causas diversas, como a trombose, o embolismo e a hipoperfuséo
relativa. Nestas circunstancias, a cascata isquémica é rapidamente iniciada, segundos a
minutos ap6s a perda do fluxo sanguineo para a regido encefalica, e, considerando a baixa
reserva respiratdria e a completa dependéncia do metabolismo aerdbico do tecido
encefalico, evidencia-se a vulnerabilidade aos efeitos da isquemia (LAKHAN et al., 2009;

DEB et al, 2010).
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Pode ser considerado um evento patoldgico, caracterizado por colapso metabdlico
devido & hipoperfusdo, seguido de excitotoxicidade, estresse oxidativo, disfuncdo na
barreira hemato-encefélica, lesdo microvascular, inflamacéo pés-isquémica, e finalmente,
morte de células neuronais, gliais e endoteliais. Deste modo, observa-se que a cascata
isquémica é um conjunto complexo de acontecimentos cujas delimitagBes temporais se
misturam, podendo ter duracdo de horas ou até dias, mesmo depois de restaurada a
circulacdo sanguinea (BROUNS & DEYN, 2009; VIEIRA et al., 2011; LO et al., 2003;
CRACK & TAYLOR, 2005; CUI et al., 2009; SAS et al., 2010). Estes eventos estdo
resumidos na Figura 1. Dos eventos patol6gicos mostrados nesta figura, é digna de nota a

resposta inflamatoria.

AVENC

)

Hipoperfusdo cerebral focal

|

Inflamagdo
Excitotoxicidade

pos-isquémica

|

Estresse oxidativo

o . Ruptura da barreira hemato-cefalica
Lesdo microvascular

Morte celular-———*‘”—rj '[

\‘Dano cerebral /

Figura 1: Cascata isquémica que provoca o dano encefélico (Adaptado de LAKHAN et

al., 2009).

A extensédo da lesdo geralmente depende da duragéo, da gravidade e da localiza¢do da

isquemia. Sua gravidade esta relacionada a regido encefélica afetada e a presenca de
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circulacdo colateral, sendo que, evidenciam-se duas regides no territorio acometido, uma
parte do parénquima encefalico que evolui imediatamente & morte — denominada de
“centro isquémico”, e outra, onde se desenvolve uma lesdo parcial localizada na area peri-
infarto com potencial para se recuperar — chamada de “penumbra isquémica (MATTSON,

2007, DHAWAN et al., 2010).

1.2.1 Alteragdes no Metabolismo Celular

O alto consumo de oxigénio e glicose pelo tecido enceféalico e sua dependéncia da
fosforilagdo oxidativa para a producdo de energia torna-o extremamente vulnerdvel a
reducdo da perfusdo, em funcdo de haver restricdo ao fornecimento de substratos
essenciais, resultando na falha nos processos normais de producéo de energia pela geragéo
de adenosina trifosfato (ATP). Isto causa diminuigdo adicional de energia, propiciando a
ativacdo de uma cascata que leva a morte celular devido apoptose. Apesar da isquemia
ndo provocar a morte celular imediatamente, cinco a dez minutos de ocluséo da circulacéo
sanguinea podem gerar danos cerebrais irreversiveis (DHAWAN et al., 2010; LOANE &

BYRNES, 2010).

Assim, pode-se dizer que a &rea de infarto - consequéncia rdpida de AVENC
isquémico e hemorragico - da-se pelo colapso metabdlico inicial, gerando alteragdes em
ATPases e canais idnicos, com acimulo patolégico de aminoacidos excitatérios, influxo
excessivo de ions sodio (Na*) e calcio (Ca™), ativagio de proteases, formacio excessiva
de radicais livres e exacerbacdo da inflamacdo levando a morte neuronal, glial e perda

tecidual (MOSKOWITZ et al., 2010)

1.2.2 Excitotoxicidade
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Apoés a isquemia cerebral, ocorre a liberagdo de neurotransmissores excitatorios no
cérebro, tais como o glutamato e o aspartato. O glutamato € vital para a plasticidade
neuronal, porém sua liberagdo descontrolada nas areas isquémicas medeia a transmissao
sinéptica excitotdxica por meio da ativacdo dos receptores N-Metil-d-Aspartato (NMDA),
Amino-3-hidroxi-5-metil-4-proprionato (AMPA) ou kainato, os quais permitem o influxo
excessivo de Ca*" e Na* para a célula, e a inducéo de multiplas cascatas de morte celular

(BIEGON et al., 2004; LO, 2008).

Os receptores NMDA séo permeéveis ao célcio, portanto sua abertura desencadeia na
despolarizacdo adicional da membrana e no maior influxo de Ca?*, exacerbando a
quantidade intracelular, caracterizando a excitotoxicidade. J4 os receptores AMPA néo
s30 normalmente permeéaveis ao Ca>* em virtude de suas subunidades GIuR2, contudo esta
subunidade € reduzida apds a isquemia, elevando a permeabilidade destes receptores ao
Ca?*, fazendo com que os receptores AMPA contribuam com a morte celular célcio-

dependente (DEB et al., 2010; PENG et al., 2006).

Além disso, um gradiente de concentracdo de glutamato extenso é mantido ao longo
da membrana plasmatica, através dos transportadores de glutamato sédio-dependentes,
localizados nas membranas pré e pdés-sindptica. A despolarizagdo da membrana e o
acimulo de Na* dentro das células durante a isquemia provoca um caminho reverso dos
transportadores de glutamato, favorecendo sua saida das células, ao longo do gradiente de

concentracdo (DOYLE et al., 2008; BIEGON et al., 2004).

Adicionalmente, o influxo idnico é passivamente seguido de liquido, resultando na
formagdo de edema citotdxico e na elevagdo intracelular do segundo mensageiro de Ca*?,
iniciando-se eventos citoplasmaticos e nucleares, dentre os quais, a geragdo de radicais

livres e a ativacdo de enzimas dependentes de Ca*?, incluindo enzimas proteoliticas que
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degradam proteinas do citoesqueleto e da matriz extra-celular, tais como a fosfolipase A2,
a calpaina, as endonucleases, a adenosina trifosfatase, a cicloxagenase e a 6xido nitrico
sintase tipo I, provocando um extenso dano celular que leva a morte celular aguda por
meio de necrose, e ainda, podem iniciar eventos moleculares que resultam na apoptose,
favorecendo a expansdo da lesdo isquémica (FURUKAWA et al., 1997; BROUNS &

DEYN, 2009).

1.2.3 Estresse oxidativo

Muitas evidéncias indicam que a disfuncdo mitocondrial exerce um papel critico na
fisiopatologia da lesdo cerebral isquémica, e suas consequéncias S&80 numerosas,
abrangendo o estresse oxidativo, o acometimento da homeostase celular de calcio, a

promocao de apoptose e a falha metabdlica (ROBERTSON et al., 2009).

O estresse oxidativo ocorre quando a producdo de radicais livres ultrapassa a
capacidade enddgena das defesas anti-oxidantes celulares. Altos niveis de Ca®*, Na e
adenosina difosfato (ADP) induzem as mitocondrias a produzirem niveis deletérios de
espécies reativas de oxigénio, as quais o SNC é especialmente vulneravel, pois os
neurbnios apresentam baixos niveis de antioxidantes enddgenos. Portanto, a elevada
producdo de radicais de oxigénio provoca a destruicdo de macromoléculas celulares e
participa da sinalizagdo de mecanismos que geram a morte celular por apoptose

(BLOMGREN & HAGBERG, 2006; DEB et al., 2010).

Dentre o espectro de efeitos celulares, encontra-se a inativagdo de enzimas, a liberagdo
de ifons de célcio dos estoques intra-celulares, a desnaturagdo protéica, a peroxidagao
lipidica, o dano ao citoesqueleto e ao DNA, e a quimiotaxia. Por conseguinte, um grave

estresse oxidativo se constitui em etiologia para a morte celular por necrose, enquanto que
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uma moderada oxidacdo pode acarretar em apoptose (CRACK & TAYLOR, 2005; EVAN

& COOKE, 2004).

1.2.4 Despolarizagdes peri-infarto/ despolarizacoes alastradas

Ondas de despolarizagdes alastradas sdo caracterizadas pela redistribuicdo macica do
transporte de ions pelas membranas celulares, elevando a despolarizacdo neuronal por
segundos, e, continuada por um processo de recuperagdo mais lento, que se prolonga por
minutos, durante os quais, os gradientes ionicos sdo reestabelecidos aos seus valores
fisiologicos. Esta perturbacdo idnica méaxima difere das despolarizaces alastradas dos
outros estados cerebrais, tais como a convulsdo epilética, a ativacdo funcional ou o estado
fisiologico de repouso. No AVENC, as despolarizacdes alastradas sdo chamadas de
despolarizagBes peri-infarto, que ocorrem e se distribuem nas zonas ao redor da area de

infarto (DODICK & GARGUS, 2008).

Despolarizagdes peri-infarto sdo ondas de despolarizagéo, causadas pela liberagéo de
potassio (K") e de aminoacidos excitatdrios das areas circunvizinhas. Estas induzem a
despolarizagdo celular, num intervalo de tempo de 1 a 5 minutos, a depresséo da atividade
neuro-elétrica, o aumento da liberacdo de glutamato e a perda dos gradientes i6nicos de
membrana. A principal diferenga, entre as duas ondas, consiste no fato de que a depressao
alastrada geralmente ndo causa nenhum tipo de morte celular no cérebro normalmente
perfundido, ao passo que as despolarizacdes peri-infarto, apds isquemia, estdo associadas

com o incremento do dano isquémico (SASAKI et al., 2009; SAS et al., 2010).

1.2.5 Inflamacéo
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Dentro do centro isquémico, a excitotoxicidade e a morte celular por necrose ocorrem
em virtude de lipolise, protedlise, desagregacdo dos microtibulos e falha bioenérgica
total, culminando na quebra da homeostase, enquanto na periferia da area isquémica, a
abrangéncia da isquemia e o intervalo de tempo para a reperfusdo determinam o
prognostico para as células. Nesta area de penumbra, a morte celular ocorre em funcéo de
mecanismos como apoptose e a inflamagéo — eventos que acontecem com uma velocidade
mais lenta que no centro isquémico (SAS et al., 2010; HOSSMANN, 2006;

MOSKOWITZ et al., 2010).

No processo inflamatério, ha o envolvimento de muitos tipos celulares e mediadores,
como as quimiocinas e as citocinas, que serdo descritos abaixo. As quimiocinas,
participantes no mecanismo de quimioatracdo das células, correspondem a um dos mais
importantes fatores inflamatdrios, e no SNC, elas estdo relacionadas ao recrutamento das
principais células do sistema imune residentes no encéfalo - astrocitos e micrdglia, e no
sangue periférico, dos mondcitos. Apesar de também serem produzidas por neurdnios,
podem expressar receptores, conhecidos por modularem a atividade neuronal, com
potencial neurotdxico. Desta forma, as quimiocinas podem exercer um papel ambiguo,
seja por atuarem na atragdo ou na ativagdo das células imunes, seja por agirem sobre a
modulagéo da atividade ou da sobrevivéncia dos neurdnios (MADRI, 2009; BAJETTO et

al., 2001; CONDUCTIER et al., 2010).

As citocinas sdo polipeptideos relacionados a inflamacdo, ativagdo imunoldgica,
diferenciagdo celular ou morte. Numa reagdo sistémica, sdo produzidas por macr6fagos
ativados, mondcitos, linfécitos, células endoteliais, fibroblastos, plaquetas e muitos outros
tipos celulares, sendo que no SNC sua origem s&o as microglias ativadas. Citocinas pro-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (do inglés tumoral necrosis factor —

TNF o) e a interleucina 1 (IL — 1) desencadeiam dano parenquimatoso encefélico,
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enquanto que a IL — 10 e o receptor antagonista de IL — 1 possuem uma fungéo anti-

inflamatéria e neuroprotetora (DEB et al., 2010).

No estresse isquémico, as células inflamatdrias podem liberar outras citocinas, como a
IL - 6, que tem sido associada com a ativacdo de celulas endoteliais, estimulacdo da
Proteina C reativa (CRP), e com a sintese de fibrinogénio. Sendo que elevadas
concentragdes de CRP e fibrinogénio produzem efeitos deletérios na ocorréncia da
inflamac&o e na reologia sanguinea (SHENHAR-TSARFATY et al., 2008). Altos niveis
séricos de IL — 6, pos-AVENC, estdo associados & gravidade dos acometimentos
neuroldgicos na admissdo e no progndstico, pois tem sido relacionados com o tamanho da

area de infarto (LOANE & BYRNES, 2010).

1.2.5.2 Leucécitos

Os leucdcitos representam a primeira linha da defesa imunoldgica. Na ocorréncia de
um dano tecidual, estas células rapidamente migram para os sitios de leséo a fim de iniciar
uma resposta inflamatéria. Uma vez apropriadamente organizadas, desencadeiam a
destruicdo dos patdgenos invasores e, por Ultimo, o processo de reparo da lesdo. Todavia,
ao controlar mecanismos nocivos, como observado apds a exposicao a substancias toxicas,
a resposta inflamatdria pode se tornar cronica e resultar em edema persistente, dor, e

eventualmente, no aumento ou prolongamento da leséo tecidual (JIANG et al., 2011).

Desta forma, observa-se que a resposta inflamatdria pode ocorrer em razdo de
componentes moleculares e celulares através da interface celular da microvasculatura
endotelial. Assim, quando ocorre 0 AVENC, a microglia, os astrocitos, as células
endoteliais e os neurdnios liberam citocinas, como a IL — 1 e o TNF, que promovem 0

recrutamento, a ativacdo, e finalmente, a adesdo dos leucdcitos ao endotélio da
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microvasculatura cerebral. Estes leucdcitos ativados obstruem o canal vascular, e seguem
pela transmigracdo até as &reas infartadas juntamente com os mondcitos/macrdfagos

(THORED et al., 2007).

1.2.5.3 Neutréfilos

Os neutrofilos se acumulam no cérebro cerca de trinta minutos apds a isquemia no
Orgdo. Sua transmigracéo é mediada por trés classes de moléculas de adesdo celulares — as
selectinas, as integrinas e as imunoglobulinas, cuja expressdo é regulada por sinalizacdo
intra-celular e por citocinas. O recrutamento de neutrdfilos ao encéfalo isquémico inicia
com o rolamento destas células pela parede de vasos sanguineos endoteliais, mediado
pelas selectinas; e seguido da pela ativacdo e aderéncia neutrofilica, sob mediacdo das
integrinas e imunoglobulinas. Quando aderidos a parede de vasos sanguineos endoteliais,
os neutrdfilos migram pelo parénquima cerebral, propiciados pela ruptura da barreira
hemato-encefélica (BHE). Este recrutamento pode obstruir a microcirculagéo e prejudicar
a restauracdo completa do fluxo sanguineo cerebral depois da reperfuséo, e por sua vez,
causar dano tecidual adicional apds a isquemia, o que é descrito como o fendmeno
isquémico de ndo-refluxo. Uma vez que ocorre a penetracdo dos neutrdfilos no encéfalo
isquémico, eles podem desencadear dano tecidual em virtude da liberagdo de radicais de
oxigénio livres e enzimas proteoliticas (CHEN et al., 2011; NEUMANN et al., 2008;

HUANG et al., 2006).

1.2.5.4 Linfocitos
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Células T ativadas podem entrar no parénquima do SNC e se acumular no local de
lesdo, assim tém sido fortemente implicadas a resposta inflamatéria, desencadeando em
dano axonal e morte neuronal, provavelmente em virtude da producdo de fatores
inflamatérios, como as citocinas pro-inflamatdrias, quimiocinas e o 6xido nitrico. Por
outro lado, as células T infiltradas no SNC também podem manifestar um caréter
neuroprotetor, sob determinadas circunstancias, dependendo do subtipo de linfécitos T
envolvidos no estado de ativagdo (SCHROETER & JANDER, 2005; CUI & BENOWITZ;
2009). Em resposta a isquemia cerebral, os linfocitos surgem rapidamente ao local de
leséo, em torno de 24 horas, embora ndo sejam ordinariamente participantes do SNC, e,
uma vez que oS mecanismos que induzem sua infiltragdo permanecem inconclusivos,
sabe-se que a ruptura da BHE exerce um papel fundamental para o influxo dessas células,
seja por via direta, ao permitir o movimento livre dos linfocitos, ou indireta, pela perda
dos antigenos cerebrais, 0 que resulta na migracéo de linfdcitos ativados (BECKER, 2009;

DOYLE et al., 2008).

1.2.5.5 Mondcitos

Os mondcitos circulam pelo sangue, medula 6ssea e bago e ndo se proliferam em
estado normal. Apresentam-se como efetoras do sistema imune, equipadas com receptores
de quimiocinas e receptores de adesdo que medeiam sua migragdo a partir do sangue para
os tecidos, durante a infeccdo. Os mondcitos produzem citocinas inflamatérias e
fagocitam células e moléculas toxicas, bem como podem se diferenciar em células
dendriticas inflamatdrias ou macréfagos durante a inflamagdo. A sua migragdo para os
tecidos e sua diferenciacdo em células dendriticas e macrofagos sdo determinadas
provavelmente pelo ambiente inflamatério e pelos receptores associados ao
reconhecimento de patdgenos. No AVENC, a distincdo entre mondcitos e macrofagos/

microglia é imprescindivel para definir a contribuicdo da resposta inflamatéria sistémica

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

ou local para a evolucéo da lesdo, visto que na fase aguda, os macrdfagos podem ser
oriundos tanto da microglia residente, quanto dos mondcitos infiltrados do sangue
periférico. Logo, a compreensdo da contribui¢do das células da linhagem monocitica no
local de lesdo é de suma importancia para o estabelecimento de novos pardmetros
terapéuticos (GEISSMANN et al., 2010; BECKER, 2009; GUILLEMIN & BREW,

2004).

1.2.5.6 Macrofagos

Os macréfagos sdo células fagociticas presentes em tecidos linfoides e ndo-linfoides,
que estdo envolvidos na homeostase por meio de sua funcdo fagocitéria e produtora de
fatores troficos. Os macrofagos possuem grande quantidade de receptores de
reconhecimento de patdgenos, tornando-os eficientes na fagocitose e na inducdo da
producdo de citocinas inflamatérias. A partir da ocorréncia de um evento isquémico,
ocorre a ativacdo e a migragdo de macrofagos perivasculares, e concomitantemente, 0s
mondcitos/ macr6fagos sanguineos e linfocitos atravessam a BHE rompida a fim de
alcancarem a area de lesdo (SCHROETER & JANDER, 2005; GEISSMANN et al.,

2010).

1.2.5.7 Microglia

Os monacitos derivados do sangue ou da medula 6ssea podem atravessar a BHE, em
condigdes fisioldgicas, e se fixarem no parénquima do SNC como células microgliais. A
microglia normalmente apresenta uma aparéncia extremamente ramificada, mas quando

ativada assume uma morfologia mais amebdide e expressa marcadores de superficie que a
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deixa virtualmente indistinguivel dos macréfagos e dos mondcitos circulante. A ativagéo
microglial corresponde ao passo inicial da resposta inflamatoria do SNC, e conforme o
estimulo, este passo pode ser seguido pela infiltracdo de mondcitos circulantes, neutréfilos
e células T, além de astrocitose reativa. Contudo, a ativacdo microglial ndo se constitui
num estado univalente, sendo que as mudangas na morfologia e na expressdao génica
variam enormemente com a natureza, a forca e a duracdo do estimulo (CUlI &

BENOWITZ; 2009; KELLER etal., 2011; RANSOHOFF & PERRY, 2009).

As células microgliais migram para o local da lesdo e podem se proliferar, em
respostas a um dano no SNC, induzindo alteragdes no ambiente neuronal, na descarga e na
conducdo de neurdnios. No estado ativado, a microglia é capaz de produzir varias
citocinas inflamatorias, radicais livres, Oxido nitrico, metaloproteases e glutamato —
necessarios para o reparo tecidual, mas que também sdo potencialmente neurotéxicos

(JIANG et al., 2011; RANSOHOFF & PERRY, 2009; GRAEBER & STREIT, 2010).

A presenca de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (do inglés
major histocompatibility complex — MHC) e de moléculas co-estimulativas, levam a
microglia a agir como uma célula apresentadora de antigeno. Entretanto, a inflamacéo
aguda, demonstrada pela ativagdo microglial, pode em algumas circunstancias, prejudicar
0s neurdnios e agravar o dano primario, por isso que alguns autores defendem a inibigo
microglial como estratégia para diminuir a lesdo causada pelo insulto isquémico

(CZLONKOWSKA & KURKOWSKA-JASTRZEBSKA, 2010).

A ativacdo microglial pode ser induzida pela isquemia encefalica, causando liberacdo
de substancias, muitas das quais sdo citotoxicas e/ou citoprotetoras. Nos estagios mais
tardios, microglia e astrdcitos proliferam no territorio isquémico e ao redor deste,

secretam e respondem a citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, 0s quais geram

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

profundos efeitos na resposta inflamatdria e na regeneracéo apos a isquemia. A hipotese
de que micrdglias/macrofagos sdo necessariamente prejudiciais depois do evento
isquémico ainda permanece obscura, embora muitas linhas de evidéncia apontem que a
microglia contribua para a lesdo (KELLER et al., 2011; KAUSHAL & SCHLICHTER,

2008; JIANG et al., 2011).

Contudo, outros estudos sugerem que microglias/macrofagos e seus fatores secretados
também possam proteger as células residentes do SNC — o que é conhecido como o papel
dual da microglia, embora se saiba sua relevancia para o desenvolvimento da patogénese
apds isquemia encefélica. Por conseguinte, o fendtipo microglial depende do tipo de
estimulo (e do receptor de ativacdo, ou seja, a natureza das moléculas secretadas pela
microglia ativada relaciona-se estritamente ao tipo de estimulo acionador (NEUMANN et

al., 2006; ZHANG et al, 2005; RIBES et al., 2010; DEIERBORG et al., 2010).

1.2.5.8 Astrocitos

As células astrocitérias sdo mais resistentes que os neurdnios ao insulto hipoxico,
sendo que realizam sua resposta, através da producdo de mediadores inflamatorios, como
os radicais livres, as citocinas, as quimiocinas, proteases e mediadores vasoativos. Além
disso, exercem um papel de destaque na captacéo fisiologica de glutamato no parénquima
tecidual, mas ao serem afetados pelo ambiente isquémico, os proprios astrdcitos liberam
glutamato para o espaco extracelular, agravando a excitotoxicidade. Quando ativados apds
AVENC, ocorre 0 aumento da expressdo da proteina &cida fibrilar glial (do inglés glial
fibrillary acidic protein — GFAP), desencadeando no fendmeno chamado de (astro) gliose
reativa, caracterizada por mudangas estruturais e funcionais especificas ao redor da &rea
isquémica. Por outro lado, a ativacdo de astrocitos - importante para o processo de

regeneracao - é parcialmente estimulada por citocinas derivadas das células microgliais,
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portanto a perda das fungdes protetoras da microglia pode contribuir para progressao da

neurodegeneracdo (SCHMID-BRUNCLIK et al., 2008; STREIT et al., 2009).

1.2.6 Apoptose

Ao contréario da necrose, tipo de morte celular predominante no centro isquémico, a
apoptose — morte celular programada — ocorre nas células da penumbra isquémica,
mediante estimulos provenientes dos radicais livres, da ligagdo com receptores de morte,
danos ao DNA, ativacdo de proteases e desequilibio ibnico (MOSKOWITZ et al., 2010;

DOYLE et al., 2008).

O dano isquémico causa resposta precoce na expressao génica do complexo Bcl - 2
(do inglés B-cell lymphoma 2) e da proteina citoplasmética p53, além da liberacdo de
moléculas prd-apoptdticas como o citocromo c e o fator de inducéo & apoptose oriundo da
mitocondria, 0 que por sua vez, leva a ativagdo de caspases e outros genes que aumentam
a morte celular. A cascata de caspases pode ser ativada por uma rota extrinseca ou
também chamada de “receptor-dependente de morte”, ou por uma via intrinseca ou via
“receptor-independente de morte”, de localizacdo mitocondrial (EKSHYYAN, 2004;

ELDADAH & FADEN, 2000).

Os mecanismos dependentes e independentes de caspase estéo relacionados a isquemia
cerebral focal, na qual ocorre aumento na expressdo de Fas e de mediadores da via
extrinseca dependente de caspase, incremento da expressdo das caspases 1, 3 e 9, e da
caspase clivada 8 na penumbra isquémica. Desta forma, sugere-se que o blogueio da
caspase 3 possa ser benéfico para a reducdo do tamanho do infarto, apds isquemia

transitdria focal (SIMS & MUYDERMAN, 2010; TARAWNEH & GALVIN, 2010).
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Além disso, mecanismos pré-apoptéticos moleculares, incluindo aqueles ativados por
citocinas inflamatorias, levam a liberagdo de proteinas mitocondriais apoptéticas, como o
citocromo c e o fator de indugdo a apoptose (do inglés apoptosis-inducing factor - AIF). A
inducdo da clivagem, pela calpaina, de moléculas como AlF, também promove a ativacdo
da via mitocondrial intrinseca de apoptose, por isso as intervencdes potencialmente
neuroprotetoras consistem na utilizagéo de inibidores de calpaina, inibidor de PARP 3 -
amino benzoamido (3ABA) e de estrogénio, pois desencadeiam na expressao do Bcl2, de
inibidores de Bax, e muitos outros agentes que estimulam o metabolismo energético
aerdbio, controlando a ocorréncia de apoptose (BECKER, 2006; ROBERTSON et al.,

2009).

1.3. TERAPIAS EXPERIMENTAIS PARA O ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO

O acidente vascular encefalico isquémico agudo possui uma janela temporal limitada,
portanto requer avaliagdo imediata para a formulagdo do diagnostico correto e,
posteriormente, a realizacdo do tratamento adequado. Os protocolos primérios de manejo
dos AVENCs e de prevencdo secundéria 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 conscientizacéo e utilizacéo
de medicamentos, tais como os agentes antiplaquetarios, as drogas anti-hipertensivas, 0s
agentes que combatem as dislipidemias, e as medicag¢Ges anticoagulantes (CUMBLER et

al., 2010; CAMARGO et al., 2005).

O recurso medicamentoso recente foi a implementagdo da administragdo endovenosa

do ativador do plasminogénio tecidual (tPA, do inglés tissue plasminogen activator), nos
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casos de isquemia cerebral aguda, porém sua eficacia pode ser limitada pela severidade da
isquemia, idade avancada do paciente, presenca de hipertensdo, tamanho da ocluséo
arterial, ocorréncia de suprimento sanguineo colateral, tempo entre o evento isquémico e o

tratamento, e inflamacéo associada a reperfusdo (PANDIAN, 2009).

Apesar de aprovada hd 10 anos aproximadamente, a utilizacdo do tPA para o
tratamento da isquemia enceféalica aguda ainda é incomum, tendo um alcance de apenas 3
a 5% dos pacientes em virtude da janela temporal reduzida para sua administragdo de
forma segura. Além disso, outro fator complicador, que ocorre em paises em
desenvolvimento como o Brasil — é a desinformacdo a cerca do tPA e a reduzida
disponibilidade do medicamento nos sistemas publicos de salde. Isto evidencia uma falha
no tratamento aos pacientes, na janela terapéutica adequada, e consecutivamente,
prejudica a chance de sobrevivéncia e a possibilidade de atenuagdo das complicagdes da
doenca (SACCO et al., 2007; FERNANDES et al., 2009; CUMBLER et al., 2010).

Desta forma, observa-se que a terapia trombolitica esta altamente relacionada com o
futuro dos pacientes, e que o tempo de resposta a0 AVENC néo somente limita as opg0es
de tratamento, mas também pode representar piores progndsticos, devido ao
prolongamento do tempo da isquemia (DENES et al., 2010).

Para tanto, muitos tratamentos experimentais tem sido testados em sua eficacia e
seguranga, principalmente visando a restauragédo da perfusdo cerebral e a neuroprotecéo
(SACCO, 2007), dentre os quais se destaca 0 uso da hipotermia terapéutica (ALAM,
2011), que se constitui na estratégia de neuroprotecdo mais solida atualmente, a
administracéo de altas doses de albumina humana (GINSBERG et al., 2004); a utilizagdo
de drogas anti-inflamatérias, como a minociclina (YRJANHEIKKI et al., 1999);
tromboliticas (HACKE et al., 1995) e mais recentemente o transplante de células-tronco

(TARAWNEH & GALVIN, 2010).
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1.3.1 Minociclina

O desafio atual para o tratamento do AVENC € entender os processos que levam a
lesdo enceféalica pos-isquemia e assim identificar novos pardmetros para intervencéo.
Neste contexto, como a inflamagéo se configura num importante fator da leséo isquémica
encefalica, representa entdo, a maior oportunidade para se entender, e, sobretudo, tratar o

AVENC isquémico (SWEILEH et al., 2009; DENES et al., 2010).

Secundariamente a condicfes pré-existentes e a imunosupressdo induzida pelo
AVENC, a isquemia encefélica predispGe os pacientes a infecgdes que, se ndo tratadas,
poderdo produzir um impacto negativo sobre a resolutividade final. Em modelos animais
de isquemia experimental focal, tem sido demonstrado que o AVENC induz
imunodeficiéncia através do eixo hipotalamico-hipofisario e do sistema nervoso
simpético, que pode ser detectada poucas horas apds a isquemia cerebral e persistir por
semanas, por isso 0s pacientes que sofreram isquemia enceféalica apresentam maior

suscetibilidade a infecgdes (VOGELGESANG et al., 2008).

Os efeitos resultantes, como febre, hipotenséo e hipoxia séo responsaveis pelo impacto
sobre a sobrevivéncia neuronal na penumbra isquémica, além de serem reconhecidos
como preditores adicionais do prognostico obscuro nesses pacientes. Neste sentido, o
tratamento antimicrobiano pode ser administrado antecipadamente, a fim de reduzir as
taxas de infeccdo relacionadas ao AVENC e, assim, propiciar um progndstico mais

favorével (IONITA et al., 2010).

Em funcéo dos efeitos anti-inflamatorios e neuroprotetores demonstrados por alguns
antibidticos, iniciou-se a investigagdo com minociclina, e verificou-se que esta droga
exibe resultados importantes em modelos animais, quando administrada ap6s a isquemia
cerebral, desencadeando numa melhoria significativa no prognoéstico da doenca

cerebrovascular (YRJANHEIKKI et al., 1999; LAMP et al., 2007).

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

A minociclina é uma tetraciclina semi-sintética de segunda geracdo, com uma
molécula altamente lipofilica, capaz de penetrar na BHE. Consiste num antibi6tico efetivo
contra infeccBes de bactérias gram-positivas e gram-negativas. Seus mecanismos de ac&o
em relacdo a atividade antimicrobiana sdo baseados nas caracteristicas das tetraciclinas,
que inibem a sintese protéica das bactérias (DOMERCQ & MATUTE, 2004; KIM &

SUH, 2009).

Apesar de ndo ser totalmente claro qual o mecanismo de agédo da minociclina no
AVENC isquémico, o farmaco parece exercer influéncia em pontos diversificados da
resposta inflamatoria e apoptose. Na resposta inflamatdria, estudos demonstram que a
minociclina bloqueia a ativagdo e infiltracdo de leucdcitos, atenua a permeabilidade da
BHE, inibe as enzimas MMPs e NOS, modula mediadores inflamatérios e reduz a
ativacédo e a proliferacdo microglial (YRJANHEIKKI et al., 1999; YONG et al., 2004;
STIRLING et al., 2005; MACHADO et al., 2006; HEWLETT & CORBETT, 2006;

HAYAKAWA et al., 2008).

A minociclina também desempenha efeitos neuroprotetores em modelos de doencas
neurodegenerativas, como a Doenca de Parkinson, Alzheimer, esclerose multipla e lesdo
medular. Em modelos animais de AVENC, a minociclina tem sido relacionada com a
reducdo do volume de infarto e com a amenizacdo dos déficits funcionais. Sendo que o
mecanismo, mais comumente sugerido da neuroprotecdo induzida pela minociclina,
perpassa pela modulagdo da atividade microglial, além do estimulo & neurogénese (DU et
al., 2001; KIM et al., 2009; CORDEIRO DE SOUZA, 2011; YRJANHEIKKI et al., 1999;

YENARI et al., 2010).
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1.3.2 Terapia Celular

O transplante de células-tronco surge como uma terapia promissora para 0 AVENC. A
terapia celular tem mostrado sucesso em modelos experimentais de isquemia encefalica,
mediante a utilizacdo de varios tipos celulares, como o0s progenitores neurais, células da
medula 6ssea e do sangue, cuja melhora parece se estender a recuperacéo funcional ap6s

isquemia (CHOPP et al., 2009; BLISS et al., 2010).

As células-tronco derivadas da medula 6ssea sdo descritas como multipotentes e
passiveis de serem atraidas para os tecidos lesionados em virtude de mecanismos
quimiotaticos, por conseguinte, tém sido utilizadas mais frequentemente, tanto em estudos
pré-clinicos quanto em estudos piloto e ensaios clinicos. Em modelos experimentais, tem
sido sugerido que os possiveis efeitos terapéuticos podem ser devido a producdo de
fatores troficos pelas células derivadas da medula 6ssea, e a inducdo de angiogénese,
neurogénese e sinaptogénese, favorecendo a remodelagem do encéfalo (SHEN et al.,
2007; CHOPP; LI, 2002; MENDEZ-OTERO et al., 2007; BORLONGAN et al., 2004;

CAPLAN, 2009; BARBOSA DA FONSECA et al., 2010).

Células-tronco mesenquimais e células mononucleares da medula 6ssea promovem
melhora dos desfechos funcionais em modelos animais de AVENC, quando administradas
por via endovenosa, intra-arterial e intracerebral. Evidéncias de estudos pré-clinicos
indicam que o principal mecanismo da terapia celular ndo corresponde ao transplante
diretamente, mas aos efeitos troficos, anti-inflamatérios e imunomodulatérios, que
ocorrem na fase aguda e persistem até que as células transplantadas morram (GIRALDI-
GUIMARAES et al., 2009; VASCONCELOS DOS SANTOS et al., 2010; FRANCO,

2009; CARDOSO, 2010).
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A fracdo mononuclear da medula éssea contém dois tipos de células-tronco adultas, as
células-tronco mesenquimais e as hematopoiéticas, além das ceélulas progenitoras
hematopoiéticas e progenitores endoteliais. Foi demonstrado que sua utilizagdo pode
proporcionar recuperacdo funcional quando administradas 1 dia apds a isquemia (WANG

et al, 2008; VASCONCELOS DOS SANTOS et al, 2010).

A rota de administracdo pode determinar a escolha do momento para o transplante,
conforme a finalidade terapéutica. O transplante intravascular pode requerer um
fornecimento mais precoce, visto que as células utilizam-se de sinais inflamatorios
agudos, para alcangar a &rea lesionada. Em contrapartida, a injecdo intraparenquimatosa
poderia ser beneficiada por uma administracdo mais tardia, a fim de favorecer a
sobrevivéncia celular, jA que o ambiente inflamatorio agudo acarretaria em prejuizos para

as células transplantadas (BORLONGAN et al., 2004; BLISS et al., 2010).

1.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Enfermidades neurais agudas e crdnicas, como a isquemia encefalica, apresentam uma
resposta imune, caracterizada pela inducdo precoce de componentes inflamatdrios, que
contribuem diretamente para a extensdo da leséo e piora do quadro funcional. Embora a
inflamacdo seja reconhecida como um evento chave no AVENC isquémico, ainda €
controverso se o processo inflamatério € a causa ou o resultado dos mecanismos
fisiopatoldgicos que desencadeiam na mortalidade e nos déficits funcionais que podem
ocorrer nos pacientes (OFFNER et al., 2009; GOMES-LEAL et al., 2005; POPOVICH et
al., 1999; DEIERBORG et al., 2010; GUIMARAES et al., 2009; SHENHAR-

TSARFATY etal., 2008).
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Dados experimentais mostram que a modulacéo inflamatéria pode ser benéfica aos
neurdnios e atenuar os danos gerados por toxinas, lesdo mecénica, isquemia e processos
cronicos. Portanto, a manipulacdo da resposta inflamatoria propicia a oportunidade para
novos métodos de tratamento para as enfermidades agudas e cronicas que acometem o
SNC, como a isquemia encefélica, e, desta forma, representa um foco terapéutico
plausivel para intervencdes (CZLONKOWSKA & KURKOWSKA-JASTRZEBSKA,

2010; JIANG et al., 2011; GUIMARAES et al., 2010; POPOVICH et al., 1999).

Neste sentido, em razdo de muitos estudos demonstrarem associacao entre infeccdes
agudas ou cronicas e o AVENC isquémico, sugere-se que a antibioticoterapia possa
reduzir o tamanho da &rea de infarto, bem como produzir melhoras funcionais, ja que
alguns antibidticos funcionam como drogas anti-inflamatérias, como é o caso da
minociclina. Contudo, os guias para prevencgéo e tratamento do AVENC ndo recomendam
um regime antibiotico especifico, visto que as evidéncias sobre o tipo de medicamento e a
janela temporal adequada ainda ndo sdo completamente conclusivas, por isso €
fundamental que sejam feitas novas pesquisas que esclaregam o papel dos medicamentos
anti-inflamatdrios para a prevencdo das complicagBes neuroldgicas, provocadas pelo
AVENC isquémico, por meio da promogdo da preservacdo tecidual e da recuperagéo
funcional (MURATA et al., 2010; YRJANHEIKKI et al., 1999; DEIERBORG et al.,

2010; IONITA et al., 2010; LEE et al., 2006; MACHADO et al., 2006; XU et al., 2004).

Por outro lado, o desenvolvimento de estudos com células-tronco torna a terapia
celular um tratamento promissor para as doengas do SNC, incluindo o AVENC. Assim, a
administracdo de células-tronco pode ser benéfica para os desfechos clinicos dos pacientes
apds isquemia, por atuar na melhora da neuroinflamacdo causada ap6s o evento, portanto

fomenta-se que esta modula¢do também promova atenuacdo do ambiente fisiopatoldgico
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desfavoravel, propiciando a neuroprotecdo (MENDEZ-OTERO et al., 2007; FRANCO,

2009; RIEGELSBERGER et al., 2011; BLISS et al., 2010; CHEN et al., 2011).

Neste sentido, uma vez que o transplante de células derivadas da medula Gssea tem
sido aplicado em pacientes com enfermidades hematoldgicas hd muitos anos, discute-se a
implementacdo desta mesma terapia celular s doengas do SNC, como o AVENC, j& que
as células tranplantadas podem prover fatores troficos aos neurdnios e células gliais, e
assim, desencadear beneficios funcionais, propiciar aumento na angiogénese, neurogénese
e sinaptogénese, favorecendo a remodelagem do tecido encefalico (CHEN, et al, 2001;

CHEN et al., 2003, CHOPP, LI, 2002; LINDVALL et al., 2004).

Porém, o ambiente inflamat6rio agudo, encontrado por essas células no local da leséo,
pode ser um entrave para que elas ajam de forma eficaz durante o processo de leséo
secundéria do AVENC isquémico, podendo até haver rejeicdo em funcdo da resposta
inflamatoria celular, principalmente em decorréncia da ativacdo microglial (BLISS et al.,

2010; COYNE et al., 2006).

Em estudos prévios de nosso grupo, investigou-se como a modulacdo da ativacéo
microglial influencia as acBes terapéuticas de células da fragdo mononuclear da medula
Ossea transplantadas, via endovenosa, na fase aguda apds isquemia experimental do cortex
motor (FRANCO, 2009), e no estriato (CARDOSO, 2010), nos quais, encontrou-se
evidéncias experimentais de que a diminuicdo da ativacdo microglial é benéfica para as

acOes das células transplantadas 24h ap6s isquemia.

Como demonstrado previamente, as células-tronco mesenquimais e as células
mononucleares da medula 6ssea melhoram os desfechos funcionais em modelos animais
de isquemia encefélica, independentemente da forma de administracdo, seja por via

endovenosa, intra-arterial ou intra-cerebral, por produzirem efeitos agudos e persistentes
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no encéfalo antes de haver morte celular (CHEN et al., 2001, 2003, CHOPP, LI, 2002,

GIRALDI-GUIMARAES et al., 2009; BARBOSA DA FONSECA et al., 2010).

Nesta dissertacdo, induziu-se isquemia focal no estriato de ratos adultos para a
investigacdo dos efeitos isolados do bloqueio da ativagdo microglial pela minociclina, e,
das acOes das células mononucleares da medula 6ssea (CMMOs), que foram
transplantadas diretamente no estriato, com base na hipdtese de que ambos poderiam
resultar na melhora do microambiente tecidual encefalico p6s-AVENC isquémico agudo,
e assim promover neuroprotecdo e recuperagdo funcional (HU et al, 2011,

RIEGELSBERGER et al., 2011).
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2 OBJETIVOS

2.3 GERAL

2.3.1. Investigar os efeitos da minociclina, comparando-os aos efeitos
neuroprotetores das células da fragdo mononuclear da medula Ossea,
transplantadas diretamente no estriato na fase aguda apds isquemia
experimental focal induzida por microinje¢cbes de ET-1 no estriato de ratos

adultos.

2.4 ESPECIFICOS

24.1. Investigar os efeitos do transplante intraestriatal de células da fragéo
mononuclear da medula 6ssea apds isquemia focal aguda, sobre a area de
lesdo, a densidade neuronal, o nimero de células apoptoticas e os padrdes de

ativagéo microglial macrofégica;

24.2. Avaliar os efeitos da minociclina sobre a area de lesdo, a densidade
neuronal, o nimero de células apoptéticas e os padrbes de ativagcdo microglial
macrofégica, comparando os padrdes histopatoldgicos obtidos com aqueles
presentes em animais dos grupos controle e transplantados com células da

fracdo mononuclear da medula 6ssea;

24.3. Avaliar, através de testes comportamentais especificos, se as terapias
experimentais implantadas possuem efeitos sobre a recuperacdo funcional dos

animais submetidos & isquemia estriatal.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para o presente estudo, utilizou-se ratos adultos machos da raga Wistar, pesando entre
250 e 350 gramas. Todos foram alojados em gaiolas contendo entre 4 e 5 animais, com agua e

comida ad libitum.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados ap6s aprovacéo do Comité de
Etica de pesquisa em animais da Universidade do Federal do Para (CEPAE — UFPA), sob
protocolo BIO0030-09 (Anexo 1), e em obediéncia as normas internacionais sugeridas pelo

National Institute of Health e Society for Neuroscience.

Foram utilizados 12 ratos, distribuidos em 04 grupos experimentais, descritos na tabela

abaixo:

TABELA 1: Delineamento dos grupos experimentais da presente pesquisa.

GRUPO EXPERIMENTO ANIMAIS

1 SALINA: grupo néo tratado, animais isquémicos, porém tratados 4

com solucdo salina estéril.

2 MINOCICLINA: animais isquémicos, tratados com minociclina, 4
via intraperitoneal, durante sete dias.

3 CMMOs: animais isquémicos, tratados com 1 x 10° células 3
mononucleares por via intraestriatal, 24 h apds a leso.

4 DOADOR DE CELULAS MONONUCLEARES 1

TOTAL 12
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3.2 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS E MODELO DE ISQUEMIA FOCAL

A isquemia focal foi induzida com microinjecdes do peptideo vasoconstritor
endotelina-1 (ET-1) (Sigma, Brasil). Este modelo experimental de isquemia focal é utilizado
de rotina em nosso laboratério (SOUZA-RODRIGUES et al., 2008; FRANCO, 2009;
CARDOSO, 2010) e possui vantagens e facilidades técnicas (DURUKAN & TATLISUMAK,
2007), em relagdo aos modelos tradicionais de isquemia experimental que consistem no
clampeamento de artérias cerebrais através de cirurgia complexa (ZHAO et al., 1994;

WINDLE et al., 2006).

No presente estudo, previamente a inducdo de isquemia focal por microinjecbes de
ET-1, os animais foram anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina (72 mg/ kg)
e xilazina (9 mg/ kg) via intraperitoneal (i.p.). A fim de verificar se os ratos encontravam-se
sob efeito da anestesia, foram testados dois reflexos: o corneano, mediante estimulacdo do
globo ocular; e o de retirada pata, estimulado pela aplicacdo de tato profundo, em carater de

aperto, no membro inferior.

Apos o rebaixamento do nivel reativo por acdo dos anestésicos, 0s animais foram
posicionados no aparelho estereotéaxico (Insight®, EFF-336) (Figura 2), onde permaneceram
fixados pela cabeca durante toda a cirurgia, através do meato acustico externo, bilateralmente

(Figura 3).
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Figura 2: Aparelho estereotaxico (Insight®, EFF-336) (A). Animal posicionado no estereotaxico para 0s

procedimentos cirdrgicos (B).

Fonte: Dados da autora, 2011.

Posteriormente, realizou-se uma incisdo na linha média do cranio para expor o
bregma, utilizado como referéncia anatdmica, para o estabelecimento das coordenadas
estereotaxicas — antero-posterior, médio-lateral e dorsoventral, com valores de 0,7 mm, 2,5
mm e 4 mm (a partir da dura mater). Estas coordenadas sdo adequadas para microinjecdes

estriatais (Figura 4).

P ]

Figura 3: Localizacdo da inje¢do de ET — 1 no estriato dos animais.
Fonte: Imagem adaptada de Paxinos, 2007.

Apos a identificagdo estereotéxica da &rea a ser injetada com ET-1, a0 microscopio
cirargico, efetuou-se um orificio na calota craniana no lado esquerdo, com o auxilio de uma
broca, e posteriormente, a dura-mater foi removida para propiciar a visualizacdo do cortex
cerebral. Apds realizado o orificio pérvio, introduziu-se uma micropipeta de vidro, com ponta
de 10-20 um e graduagBes de 1 pL (Sigma, Brasil), para injecdo de 80 pMol de ET-1 diluidos
em 1 pl de solucdo salina estéril diretamente no estriato no hemisfério esquerdo (Figura 5).
Para a preparacdo da ET-1 ser usada para a indug&o isquémica, uma aliquota contendo SuL de
160 pMol de ET-1, foi diluida com a adi¢do de SuL de azul colanil, usado para identificacdo

mais precisa do sitio de injecdo. Apos a inje¢do, a micropipeta permaneceu estacionaria por 5
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minutos no parénquima estriatal para facilitar a difusdo de ET-1. Apds este periodo, a mesma
foi lentamente removida para evitar refluxo da solucdo de ET-1, e em seguida, fechou-se a

incisdo com uma sutura disposta sagitalmente.

Posteriormente & cirurgia, os animais foram mantidos com &gua e comida & vontade no

decorrer do tempo de sobrevida — 7 dias.

Figura 4: Momento da injecdo de ET — 1 com micropipeta de vidro (apontada pela seta).
Fonte: Dados da autora, 2011.

3.3 TRATAMENTO COM MINOCICLINA

O protocolo de administracdo de minociclina para realizagdo da inibigdo microglial
(SOUZA-RODRIGUES et al., 2008; GUIMARAES et al., 2010). A primeira dose (50 mg/kg)
foi administrada duas horas ap6s a inducdo da isquemia estriatal. Esta mesma dose foi
administrada nas trés aplicacdes seguintes, chamadas de “doses de ataque”, com intervalos de
12 horas. Posteriormente, iniciou-se a fase de manutencédo do tratamento medicamentoso, com
reducdo da dose (25 mg/kg) e alteragdo no intervalo de aplicacdo para 24 horas, até o sexto

dia apés a inducdo isquémica.
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Nos animais do grupo controle, injetou-se 0 mesmo volume de solugéo salina estéril a
0,9%, obedecendo-se as mesmas estratégias em relacdo a horérios, intervalos de tempo e

volumes da solucdo.

3.4 TRANSPLANTE DE CELULAS DA FRACAO MONONUCLEAR DA MEDULA

OSSEA

24 horas ap6s a indugdo isquémica, transplantou-se, utilizando uma seringa de
Hamilton® (Modelo 702), 1x10° de CMMOs, diluidos em 5 pL de solugio salina estéril a
0,9% diretamente no parénquima estriatal, de acordo com as coordenadas estereotéxicas

previamente descritas.

Como experimento controle, injetou-se 5 pL de solugdo salina estéril a 0,9%

diretamente no estriato.

3.5 EXTRACAO DE CELULAS DA FRACAO MONONUCLEAR DA MEDULA OSSEA

O protocolo de extragdo das CMMOs foi adaptado de GIRALDI-GUIMARAES et
al. (2009). O animal doador foi anestesiado como previamente descrito. Apos aboli¢do dos
reflexos de retirada da pata e corneano, o0 mesmo foi sacrificado através de deslocamento
cervical. Em ambiente estéril, o fémur e a tibia de cada pata foram dissecados e imersos em
solucdo salina estéril a 0,9%. Na capela de fluxo laminar (Veco, Clean Plus — CFLH-09), as
epifises dos ossos foram cortadas e a medula dssea extraida para um tubo plastico conico (14
ml), em jatos de solucédo nutriente - DMEM-F12 (Sigma-Aldrich, D8900-10X1L) com auxilio
de uma seringa de 10 ml, cuidadosamente inserida no canal da medula déssea. No tubo
plastico, a medula 6ssea foi mecanicamente dissociada, e depois, centrifugada por 5 minutos

(Centribio, 80-2B). O sobrenadante foi descartado, a mistura de células novamente suspensa
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em 2ml de DMEN-F12, transferida para outro tubo plastico contendo 2 ml de gradiente de
Ficol (108 31-6X100XL) e centrifugada por 30 minutos. As células foram extraidas do meio
presente entre o Ficol e a solucdo nutridora. Em um terceiro tubo pléastico, as células foram
centrifugadas em trés tempos de cinco minutos em 3 ml de salina estéril, com ressuspensao

das células entre uma lavagem e outra (Figura 6).

Depois da ultima lavagem, quantificou-se as células viaveis, que foram selecionadas
pelo teste da incorporacdo azul de tripan. O sobrenadante foi descartado e as células foram
suspensas em 0,9 ml de solucdo nutridora e 0,1 ml de soro fetal bovino. Posteriormente, uma
aliquota foi retirada desta Ultima solucdo para contagem das células mononucleadas na
Céamara de Neubauer (Hemocitdmetro), tomando-se por base, inicialmente, o fator de dilui¢do

igual a 10 (dez) (FRANCO, 2009; CARDOSO, 2010, CORDEIRO DE SOUZA, 2011).

O volume contendo 1,10° CMMOs foi injetado diretamente no estriato dos animais,

como previamente descrito.

B _": / Plasma e
Medula == = 1 tas
e plagquse
+PBS T —.. =
== i NCs
Fical : F’E Hemacias e
granulacitos
Células injetadas pela - '
weia caudal do rato ”

¥ Contagem em Camara Neubauer - ‘.;.._p el
— . '{ - ‘o CMMOs

Figura 5: Extracdo, obtencdo e administragdo de células-tronco extraidas a partir da medula 6ssea vermelha em

gradiente de Ficol (FRANCO, 2009). Adaptou-se a rota de administracdo, de via endovenosa (como mostrada na

figura) para injecdo intraparenquimatosa.
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3.6 TESTES COMPORTAMENTAIS

Para a avaliagdo funcional dos animais, foram efetuados dois testes comportamentais,
0 teste do campo aberto (adaptado de WALSH, CUMMINS, 1976) e o teste de remocéo do
adesivo (baseado em SUGHRUE et al., 2006). O primeiro objetivou quantificar a atividade
exploratéria motora do animal, e o segundo, fornecer dados a cerca de suas respostas de

cunho sensoriomotor.

No dia anterior a cirurgia, a fim de registrar as linhas de base do estado funcional dos
ratos, realizou-se o0s testes comportamentais, 0s quais também foram executados

posteriormente & cirurgia em dias especificos, conforme a linha temporal da figura abaixo:

0 1 3 7
U

0: Teste para afericdo da linha de base; |: dia da cirurgia estriatal; 1,3 ¢ 7: dias ap6s a cirurgia nos quais

foram executados os testes.

3.6.1 Teste do Campo Aberto

O campo aberto foi realizado numa caixa de 60x60 centimetros (cm) de tamanho e 50
cm de altura, com fundo e paredes brancos, subdividida em 16 quadrados de 15 cm no piso,

sendo 4 centrais e 12 periféricos (Figura 7).

O teste teve a finalidade de mensurar a atividade motora dos ratos, uma vez que
funcionou como instrumento para observar as agdes exploratdrias espontaneas de cada
animal, em um intervalo de cinco minutos. O tempo foi contado a partir da colocagdo do
animal no centro do campo de teste, momento em que se iniciou a filmagem (Sony®, Cyber

Shot W210). A méaquina filmadora foi posicionada a uma distancia de 150 cm do revestimento
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inferior da caixa. Para a andlise, foram tomados como base 0s seguintes parametros adaptados

de Walsh & Cummins (1976):

a. Laténcia — tempo que o animal demorava para sair do ponto de partida;

b. Distancia percorrida — nimero de quadrantes atravessados nesta atividade;

c. Tempo empregado na deambulacdo — através da contagem em crondmetro independente;

d. Freqgliéncia do comportamento de levantar-se;

e. Tempo empregado na auto-limpeza.

Desta forma, avaliaram-se cinco pardmetros relacionados ao teste: laténcia — tempo
decorrido entre a colocacdo do animal no centro do aparato e o inicio da movimentacao;
distancia percorrida durante o teste, contabilizada a partir da contagem dos cruzamentos pelos
animais das linhas demarcadas no fundo da caixa; tempo empregado na deambulagdo —
registro do intervalo de tempo em que o animal caminhou pelo aparato de teste; frequéncia do
comportamento de levantar-se (do inglés rearing); e auto-limpeza (do inglés grooming),
caracterizada pela utilizagdo das patas dianteiras e lingua para a higiene individual.

O teste do campo aberto foi efetuado nos dias 1, 3 e 7 pos-cirirgicos em animais
isquémicos tratados com solugéo salina (N=4), com CMMO (N=3) e minociclina (N=4) com

objetivo de detectar possiveis altera¢cbes no comportamento motor ap6s a inducao isquémica.

Figura 6: Animal posicionado na caixa ap6s o teste do campo aberto.

Fonte: Dados da autora. 2011.
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3.6.2 Teste de Remocéo do Adesivo Modificado

Neste experimento, utilizou-se o teste modificado de remocdo do adesivo, adaptado de
Sughrue et al. (2006). Na versédo modificada do teste de remocao do adesivo utilizada neste trabalho,
uma pequena manga foi confeccionada com um pedaco de fita adesiva de papel verde de 3,0 cm de
comprimento por 1,0 cm de largura, e colocada sobre uma das patas dianteiras do animal (Figura 8).
A resposta do animal foi medida através da sua tentativa de tirar a fita com a lingua e / ou com a pata
contralateral, disponibilizando 5 tentativas para cada membro, separada e alternadamente. Desta
forma, com o auxilio de dois cron6metros mediu-se a quantidade de tempo empregada na tentativa de
retirar a fita. Com um crondmetro, programava-se o tempo de 30s, o qual era fornecido ao animal
para cada pata, e com 0 outro crondmetro, registrava-se o periodo utilizado pelo animal para tentar
tirar a fita do punho. Caso, em 30s o0 animal ndo conseguisse retirar a fita, esta era retirada do punho

do rato com auxilio de uma tesoura.

Foram excluidos o pior e o melhor rendimento a fim de atenuar os desvios para cada animal.

Figura 7: Animal sendo submetido ao teste de remocdo do adesivo adaptado de Sughrue et al. (2006).

Fonte: Dados da autora, 2011.
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3.7 PERFUSAO E PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

No sétimo dia, ap6s a inducdo isquémica, ao término dos testes comportamentais, 0s
animais foram profundamente anestesiados como previamente descrito e perfundidos através
do ventriculo esquerdo com 250 a 300 ml de solucédo salina tamponada (PBS 0,1M; 0,9%; pH
7,2 — 7,4) e heparinizada, seguida de 250 a 300 ml de paraformaldeido a 4% em tampéo
fosfato (PB 0,1M; pH 7,2 — 7,4). Em seguida, executou-se a retirada do encéfalo com auxilio
de tesoura e alveolétomo. Os encefalos foram pos-fixados durante 24 horas no mesmo fixador
usado na perfusdo e crioprotegidos em concentracdes crescentes de sacarose diluida em

mistura de glicerina com PB 0,05M (pH 7,2 — 7,4) (GUIMARAES et al., 2010).

Apos a crioprotecéo, os encéfalos foram imersos em gel (Tissue Tek) para confec¢io
dos blocos de corte e cortados em criostato (Carl Zeiss, Micron, HM505E, Alemanha), com o
qual se obteve seccdes coronais de 30 e 50 um de espessura contendo a regido estriatal com a
lesdo isquémica. Estas secgOes eram organizadas da seguinte forma: em cada lamina eram
colocadas 3 seccdes; e a cada intervalo entre 6 ldminas com sec¢des de 30um, era composta
uma com secgdes de 50 pum. Estas sec¢des foram diretamente montadas em laminas
gelatinizadas a partir do criostato e conservadas em freezer a -20°C para posterior utilizag&o.
Os cortes mais finos foram utilizados para marcagdo imunohistoquimica e 0s mais espessos

para andlise histopatoldgica de rotina com violeta de cresila (DOS SANTOS et al., 2007).

3.8 HISTOPATOLOGIA DE ROTINA

A andlise histopatoldgica de rotina foi realizada em secgdes coronais coradas com
violeta de cresila (Sigma, Brasil) nas sec¢des de 50 um (SOUZA-RODRIGUES et al., 2008).

Esta coloracéo foi efetuada para identificar a &rea de lesdo isquémica, a qual foi reconhecida
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pela presenca do azul de colanil, palor tecidual, perda de corpos celulares e infiltrado

inflamatorio.

3.9 IMUNOHISTOQUIMICA

O procedimento de imunohistoquimica foi realizado em secgdes coronais de 30 pm
(vide Protocolo de imunohistoquimica em Anexo 1). Para avaliarmos os padrfes de perda
neuronal, inflamacdo e morte celular programada apds isquemia estriatal, utilizou-se os

seguintes anticorpos:

3.9.1. Neurdnios:

Os pericérios neuronais foram marcados com anticorpo anti-NeuN (1:100, Chemicon),
que reconhece um epitopo especifico no nicleo de neurénios maduros (MULLEN et al.,

1992).
3.9.2. Marcadores Inflamatorios:

A presenca de macrdfagos e microglia ativados na &rea da lesdo e nas regides
circunvizinhas foi identificada através do anticorpo ED1 (1:500, Serotec), que reconhece um

epitopo na membrana dos lisossomos de macréfagos ativados (ROBINSON et al., 1986).
3.9.3. Marcacdo de Células Apoptoticas:

Para identificarmos as células apoptoticas, utilizou-se o anticorpo anti-caspase 3 ativa

(1:250, Promega) (LALANCETTE-HEBERT et al., 2007).

3.10 ANALISE QUANTITATIVA
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As seccdes coradas pelas diferentes técnicas histoldgicas e pertencentes a todos os
grupos experimentais foram analisadas em microscdpio 6ptico (Bioval, L2000C). Imagens
dos campos mais representativos foram digitalizadas com camera (Moticam® — 5500 — 5

MPixels) acoplada ao microscdpio éptico (Nikon® — ECLIPSE 50i).

3.10.1 Métodos de contagem:

As células ED1, Caspase-3 e NeuN positivas foram contadas em 16 campos na regido
de isquemia estriatal (Figura 9). Para cada animal, foram contadas 3 secgdes para cada
marcacéo realizada. As laminas foram escolhidas conforme a localiza¢éo da lesdo, verificada
nas laminas coradas com violeta de cresila. Assim, para todas as marcacdes, escolheram-se

laminas que continham secgdes com lesdes isquémicas estriatais.

As contagens foram feitas de forma cega, realizadas com o auxilio de uma gradicula
de contagem com 0,0625 milimetros quadrados (mm) de érea, considerada como um campo

de contagem (Figura 9). Utilizou-se a objetiva de 40x para as contagens.

Figura 9: Regido de contagem na area de lesdo, com 16 campos de contagem. Fonte:

Imagem adaptada de Paxinos, 2007.

Ao passo que para o calculo da area de lesdo, foi utilizado o software ImageJ nas

seccBes marcadas com Anti-neuN. Para este calculo, a &rea caracterizada pela rarefacdo de
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corpos neuronais no estriato era demarcada e, posteriormente, utilizava-se o software para

quantificar as dimensdes da regido isquémica.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

As comparac0es entres os diferentes grupos experimentais foram realizados através da
analise de variancia (ANOVA) de um critério, com corre¢do de Tukey e Teste T de Student.
Em todas as analises considerou-se p<0.05 como nivel de significancia. O software GraphPad

Prism foi utilizado para a anélise estatistica.
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4. RESULTADOS

4.1 MICROINJECOES ESTRIATAIS DE ET-1 INDUZEM SINTOMAS MOTORES

TIPICOS DE LESAO ISQUEMICA

Posteriormente a inducdo isquémica estriatal, os animais foram observados para
averiguacdo de possiveis déficits motores imediatos. Verificou-se a partir da remissédo da
depressdo central produzido pela anestesia, que 0s animais apresentaram desvio ipsilateral do
tronco, quando na posicéo de decubito ventral estatica, somada a retracdo da pata contralateral
para junto do corpo, inferiormente. Observou-se a movimentacao circular do animal para o

mesmo lado da lesdo isquémica, isto é, o deslocamento em circulos para a esquerda.

4.2. ACHADOS HISTOPATOLOGICOS APOS MICROINJECOES DE ET-1 NO

ESTRIATO DE RATOS ADULTOS

A leséo induzida pela injecdo de 80 pmol de ET-1 no estriato de ratos foi visualizada,
primariamente, em sec¢des coronais do encéfalo com 50 um de espessura, coradas por violeta
de cresila. A &rea de injecdo da ET-1 foi caracterizada por palor, perda tecidual (em funcéo da
morte celular por necrose no centro isquémico) e infiltrado inflamatorio, caracteristicos do
processo fisiopatoldgico decorrente da isquemia (Figura 10A). Estes resultados estdo de
acordo com estudos prévios utilizando o0 mesmo modelo experimental (HUGHES et al., 2003,;

SOUZA-RODRIGUES et al., 2008).

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Salina

Figura 10: Andlise histopatoldgica das lesdes isquémicas coradas com violeta de cresila. Animal isquémico
tratado com solugéo salina estéril (A-B); CMMOs (C-D) ou minociclina (E-F). *Centro de leséo; VL (Ventriculo

lateral); Escala: 400 um (A, C, E); 40um (B, D, F).

Como descrito na metodologia, avaliou-se, especificamente, a perda neuronal através
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da imunohistoquimica para NeuN, um marcador de corpos neuronais adultos. Microinjecdes
de ET-1 induziram perda neuronal no estriato isquémico (Figura 11A-B). A regido de perda
neuronal foi claramente reconhecida pela quase que total rarefagdo de corpos celulares
(Figura 11A-B). Em torno do centro necrotico, corpos neuronais puderam ser observados
(Figura 11B).

Concomitante a perda neuronal, observou-se intensa ativacdo microglial/macrofégica,
como revelado pela imunohistoquimica para ED1 (Figura 11C-D). As células
microgliais/macrofagos ativados apresentaram-se arredondadas, representado o estagio
maximo de ativacdo morfolégica microglial, tanto no centro isquémico, como na regido
perinfarto (Figura 11D).

Células apoptoticas (caspase-3+) foram observadas na regido do estriato isquémico
(Figura 11E-F). Estas células foram encontradas, principalmente, na regido em torno do

centro isquémico (Figura 11F).
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NeuN+

Figura 11: Apds isquemia estriatal, houve perda neuronal (A - B), intensa ativagio microglial/ macrofagica (C -

D) e morte neuronal por apoptose na area peri-infarto (E - F) . Animais tratados com salina estéril (A-F). As setas
apontam para células NeuN+, ED1+ e Caspase-3, respectivamente em B, D e F. * Centro de lesdo. VL

(Ventriculo lateral). Escala: 400 um (A, C, E); 40um (B, D, F).
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4.3 O TRATAMENTO COM CMMOs DIMINUI DE FORMA MAIS SIGNIFICATIVA A

ATIVACAO MICROGLIAL DO QUE A MINOCICLINA APOS ISQUEMIA ESTRIATAL

Neste estudo, comparamos os efeitos da minociclina, um consagrado inibidor
microglial (YRJANHEIKKI et al., 1999), e do transplante intraestriatal de CMMOs sobre 0
padréo de ativacdo microglial/macrofagica ap6s isquemia estriatal (Figura 12). Observou-se
que tanto o transplante de CMMOs quanto a administracdo da minociclina reduziram o
namero de células ED1+ no estriato de ratos adultos 7 dias apds a isquemia, comparado aos
animais isquémicos com solucdo salina estéril (Figura 12 A-B). Estes resultados foram
confirmados quantitativamente (Figura 12G).

As médias das densidades de células ED1+/campo foram 276,3 (+ 9,3), 133,8 (+ 6,8) e
2446 (+ 7,1) para os animais tratados com salina estéril,b, CMMOs e minociclina,
respectivamente (Figura 12G). Como inferido da andlise da Figura 12, o transplante
intraestriatal de CMMOs induz uma reducdo mais significativa no nimero de células ED1+

do que a minociclina.
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Figura: 12: Inibicdo da ativacdo microglial/ macrofagica por CMMOs e minociclina apés isquemia estriatal.
Animais tratados com salina estéril (A-B), CMMOs (C-D) ou minociclina (E-F) 7 dias ap6s a inducdo
isquémica. Quantificacdo do nimero de células ED1+ em todos os grupos experimentais (G). Notar que o
tratamento com CMMOs reduz mais significativamente o nimero de células ED1+ (*p < 0,05 entre salina e
minociclina; ***p < 0,01 entre salina e CMMOs;###p < 0,01 entre CMMOs e Minaciclina — ANOVA / Tukey).
As setas apontam para células ED1+. *Centro de lesdo. VL (Ventriculo lateral). Marcagdo escura: azul de colanil.

Escala: 400 um (A, C, E); 40um (B, D, F).

4.4, OS TRATAMENTOS COM CMMOs E MINOCICLINA DIMINUEM A AREA DE

LESAO APOS ISQUEMIA ESTRIATAL

A area de lesdo da lesdo isquémica foi calculada por meio do software ImageJ nas
secgOes imunomarcadas com NeuN. As formas de tratamento empregadas, tanto a terapia
celular com CMMOs quanto a medicamentosa, utilizando minocilina induziram redugéo
significativa da area isquémica, quando comparadas com os valores dos animais isquémicos
que receberam somente solucdo salina. No entanto, a comparacdo entre as abordagens
terapéuticas empregadas demonstrou que ndo houve diferenca estatisticamente significativa

dos seus efeitos sobre a area de lesdo (Figura 13H e Tabela Tabela 2: Valores de area de
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lesdo isquémica calculados pelo software ImageJ.

GRUPOS EXPERIMENTAIS AREA DE LESAO % DE REDUCAO
(mm?)
Salina 2.555 0
CMMO 824 67,75%
Minociclina 790 69,1%

45 O TRANSPLANTE INTRAESTRIATAL DE CMMOs E O TRATAMENTO COM

MINOCICLINA INDUZEM NEUROPROTEGAO APOS ISQUEMIA ESTRIATAL

Para investigar a preservacdo dos neurdnios estriatais ap6s a inducdo isquémica,
corpos de neurdnios diferenciados foram marcados com a imunohistoquimica para NeuN —
marcador de neuronios diferenciados (MULLEN et al., 1992).

Como relatado anteriormente, houve perda neuronal ap6s a isquemia estriatal, como
observado nos animais isquémicos tratados com solugdo salina estéril (Figura 13A-B, G).
Tanto o transplante intraestriatal de CMMOs (Figura 12C-D, G) como o tratamento com
minociclina (Figura 13E-F, G) reduziram a perda neuronal. Estes resultados foram
confirmados através da analise quantitativa (Figura 13G). As médias das densidades de
células NeuN+/campo foram 61,3 (+ 1,5); 86,8 (+ 3,4) e 81 (+ 3,4) para 0s animais
isquémicos tratados com salina estéril, CMMOs e minociclina, respectivamente (Figura 13G).
O aumento da densidade neuronal em relagdo ao grupo controle apresentou diferenca
estatistica (*p<0,01, ANOVA-Tukey, Figura 13G). N&o houve diferenga entre as médias dos

grupos de animais tratados com CMMOs e minociclina (*p>0,05, ANOVA-Tukey, Figura
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13G).
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Figura 13: Neuroprotecdo por CMMOs e minociclina apds isquemia estriatal. Animais tratados com salina estéril
(A-B), CMMOs (C-D) ou minociclina (E-F) 7 dias ap6s a inducdo isquémica. Quantificagdo do nimero de
células NeuN+ (G) e da area de lesdo em todos os grupos experimentais (H). Notar que os tratamentos com
CMMOs e minociclina reduzem de maneira extremamente significativa o niamero de células NeuN+, e também
diminuem significativamente a &rea de lesdo, mas ndo diferiram entre si. (*p < 0,05 comparacdo dos tratamentos
com salina — ANOVA/ Tukey). As setas apontam para células NeuN+. * Centro de lesdo. VL (Ventriculo lateral).

Escala: Escala: 400 pm (A, C, E); 40um (B, D, F).

4.6 EFEITO ANTI-APOPTOTICO DO TRANSPLANTE INTRAESTRIATAL DE CMMOs

E DA INIBICAO MICROGLIAL APOS ISQUEMIA ESTRIATAL

Para investigar o efeito das abordagens terapéuticas propostas sobre a ocorréncia de
morte celular programada apds isquemia focal no estriato, utilizou-se a imunohistoquimica
para caspase-3 ativa — um marcador especifico de apoptose (LALANCETTE-HEBERT, 2007)

Como relatado anteriormente, microinjegdes de ET-1 induziram isquemia focal
estriatal, o que deflagrou a presenca de um grande nimero de células caspase-3+ na penumbra
isquémica (Figura 14A-B, G). Tanto o transplante estriatal de CMMOs (Figura 14C-D) como

o tratamento com minociclina (Figura 14E-F) diminuiram o nimero de células caspase-3+ no
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estriato isquémico, o que foi confirmado por anélise quantitativa (Figura 14G, *p<0.01,
ANOVA-Tukey). As médias dos numeros de células caspase-3+/campo foram 26,5 (+ 1,6);
13,1 (x 0,7) e 19,7 (% 1,1) para os animais isquémicos tratados com solucdo salina esteril,
CMMOs e minociclina, respectivamente (Figura 14G). As reducgdes das médias de células
caspase-3+/campo foram estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle (Figura
14G, *p<0.01, ANOVA-Tukey). Os resultados mostram que o tratamento com CMMOs
induziu uma reducdo maior do nimero de células apoptoticas no estriato isquémico do que a

minociclina (Figura 14G, *p<0.01, ANOVA-Tukey).
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Figura 14: Efeito anti-apoptdtico por agdo de CMMOs e minociclina apos isquemia estriatal. Animais tratados
com salina estéril (A-B), CMMOs (C-D) ou minociclina (E-F) 7 dias ap6s a inducédo isquémica. Quantificacdo
do nimero de células Caspase-3+ em todos 0s grupos experimentais (G). Notar que o tratamento com CMMOs
reduz mais significativamente o nimero de células Caspase-3+ (*p < 0,05 entre salina e minociclina; ***p <
0,01 entre salina e CMMOs;###p < 0,01 entre CMMOs e Minociclina — ANOVA / Tukey ). As setas apontam

para células Caspase-3+. * Centro de lesdo. Escala: 400 um (A, E, F); 40um (B, D, F).

4.7 EFEITO DO TRANSPLANTE INTRAESTRIATAL DE CMMOs E DO TRATAMENTO
COM MINOCICLINA SOBRE O PADRAO SENSORIO-MOTOR DE RATOS

ISQUEMICOS (TESTE DE REMOCAO DO ADESIVO)

Para avaliar a resposta sensorio-motora dos animais que sofreram isquemia focal
através de microinjecOes de ET — 1, foi aplicado o Teste de remocdo do adesivo modificado
(SUGHRE et al, 2006) com a finalidade de quantificar a recuperacdo das alteracdes
funcionais induzidas pelo processo isquémico, bem como investigar os efeitos do transplante

de CMMOs e tratamento com minociclina sobre o comportamento funcional.

4.7.1 Analise da evolugéo da pata direita 1, 3 e 7 dias apds a isquemia:

Com a finalidade de avaliar somente o desempenho da pata direita em funcgdo do
tempo de sobrevida, efetuou-se a comparagéo entre todos 0s grupos experimentais e em todos
os dias de teste. Desta forma, pode-se verificar que no primeiro dia, 0s animais dos grupos
Salina e Minociclina apresentaram déficit funcional, quando comparados & linha de base, ao
passo que o grupo CMMO ndo mostrou alteragfes. Ao terceiro dia, apenas 0 grupo
Minociclina diferiu da linha de base, no entanto, quando analisada a transi¢éo entre o terceiro

e 0 sétimo dia, observa-se a melhora funcional deste grupo, na medida em que se assemelha
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com a linha de base, indicando um padrdo de normalidade. Ao sétimo dia, todos 0s grupos

apresentaram comportamento sensorio-motor similar, sem diferir da linha de base (Figura

15).
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Figura 15: Comparacio do comportamento sensoriomotor da pata D 1, 3 e 7 dias apds o evento isquémico. Os

grupos tratados com solucédo salina e minociclina demonstraram déficit funcional na pata D, em relagdo a linha

de base ao primeiro dia (*p < 0,05 - ANOVA/ Tukey).

4.7.2 Desempenho Sensoriomotor da pata esquerda 1, 3 e 7 apds o evento isquémico:

Ao se analisar o comportamento funcional da pata esquerda nos trés dias de aplicacéo
do teste de remocéo do adesivo modificado (SUGHRE et al, 2006), verificou-se que somente
0 grupo Minociclina apresentou déficit sensoriomotor, quando comparado com a linha de
base, ao primeiro dia, entretanto cursou com recuperagdo funcional ao terceiro dia. Com o
passar do tempo de sobrevida, 0 grupo Salina mostrou queda de desempenho, evidenciada no

sétimo dia, quando apresentou diferenca significativa com a linha de base e com o grupo

Minociclina (Figura 16).
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Figura 16: Comparacdo do comportamento sensoriomotor da pata esquerda inter e intragrupos 1, 3 e 7 dias apos
0 evento isquémico. Desempenho da pata esquerda (E). Notar que apenas o grupo Salina cursou com déficit
funcional ao longo do tempo de sobrevida (*Comparacéo dos grupos com a linha de base; *Comparagéo com os
valores do grupo salina ao longo do tempo de sobrevida; *Comparagéo entre os valores do grupo minociclina; p

<0,05- ANOVA/ Tukey).

4.8 EFEITO DO TRANSPLANTE INTRAESTRIATAL DE CMMOs E TRATAMENTO
COM MINOCICLINA SOBRE A ATIVIDADE MOTORA EXPLORATORIA DE RATOS

ISQUEMICOS (TESTE DO CAMPO ABERTO)

Para avaliar a atividade motora espontanea (locomocéao de cunho exploratério e de
auto-cuidado) dos ratos isquémicos utilizou-se o teste do Campo Aberto adaptado de Walsh &
Cummins (1976).

O teste do campo aberto foi efetuado nos dias 01, 03 e 07 pos-cirlrgicos em animais
isquémicos tratados com solugéo salina (N=4), com CMMO (N=3) e com minociclina (N=4)
com o objetivo de detectar possiveis alteragbes no comportamento motor apds a inducgdo

isquémica.
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48.2 Laténcia

Ao analisar o tempo em que o animal demorava para iniciar 0 movimento na caixa de
teste, verificou-se que somente 0s animais do grupo tratado com solucéo salina apresentou
bradicinesia comparados a linha de base. Estes animais apresentaram maior laténcia em todos
os tempos de sobrevida investigados. Os animais tratados com CMMOs ou minociclina ndo
apresentaram diminuicdo na sua capacidade de iniciar movimentos na caixa de teste (Figura
17).

A andlise estatistica revelou diferencas entres os grupos CMMOs e minociclina em
relagdo ao grupo de animais tratados com solugéo salina, ao passo que ndo demonstraram
diferencas entre si (Figura 20, *p<0,05 — ANOVA-Tukey).

Ao terceiro dia, os grupos CMMO e minociclina apresentaram menor laténcia em
relacdo ao grupo de animais tratados com solugdo salina, o qual continuou apresentando
diferengas em relagéo & linha de base.

Ao sétimo dia, os comportamentos funcionais relacionados com a iniciagdo de

movimentos assemelharam-se aos achados encontrados ao terceiro dia.
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Figura 17: Analise da laténcia no teste to campo aberto. Os animais tratados com salina apresentaram diferencas
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em relagdo a linha de base em todos os tempos de sobrevida investigados. Houve diminuigdo da laténcia nos
animais tratados com CMMOs e minociclina em relagdo ao grupo tratado com salina em todos os tempos de
sobrevida investigados. *Comparacao com a linha de base;*Comparagédo com grupo Salina; p< 0,05 — ANOVA/

Tukey).

5.8.2. Distancia percorrida

A fim de quantificar o espaco explorado pelo rato no aparato de teste, mensurou-se a
distdncia percorrida através da contagem das travessias nas demarcagfes no revestimento
inferior da caixa.

Ao primeiro e terceiro dias todos os grupos apresentaram diminui¢do na taxa de
deambulagdo em relacdo a linha de base (Figura 18, p<0,01 ANOVA-Tukey). Ao sétimo dia,
os animais dos grupos CMMO e minociclina melhoraram suas taxas de deambulag&o,
comparando-se & linha de base, mas diferindo do grupo de animais tratados com salina
(Figura 18, p<0,01 ANOVA-Tukey). Neste tempo de sobrevida, os animais tratados com
minocilina apresentaram uma distancia percorrida maior que 0s animais tratados com

CMMOs (Figura 18, p<0,01 ANOVA-Tukey).

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

++

1004 ##f#

z
E 80-
o
S 60-
% *
-g 40- W :f: sk
ﬁ —— —
o 204 Kk kK
D * %k
0- T T T T T T
1 dia 3 dias 7 dias
Dias de teste
@l Linha de base [ Salina 3 CMMO Bl Minociclina

Figura 18: Andlise da distancia percorrida no teste do campo aberto. Todos os grupos apresentaram diferenca
estatistica em relacdo a linha de base, exceto CMMO e Minociclina que melhoraram ao sétimo dia.
(*Comparacao com linha de base; *Comparagéo com Salina; *Comparagéo entre CMMO e minaciclina; p < 0,05

— ANOVA/ Tukey).

4.8.3 Tempo empregado na deambulacéo

Neste teste, mensurou-se o periodo de tempo utilizado para deambulagdo. Todos 0s
grupos apresentaram uma diminui¢do do tempo de deambulacdo 1 e 3 dias ap6s a indugdo
isquémica, em relacdo a linha de base (Figura 19). Ao sétimo dia, 0s animais tratados com
CMMOs e minociclina apresentaram maior tempo de deambulacdo em relacdo ao grupo
tratado com salina, ndo diferindo da linha de base (Figura 19). Comparados com o grupo
tratado com salina, os animais tratados com CMMOs apresentaram maior taxa de
deambulagdo ao primeiro e sétimo dia, e os tratados com minociclina, ao sétimo dia (Figura
19), enquanto que ao terceiro dia, 0s animais de todos 0S grupos apresentavam 0 mesmo

padrdo funcional no tocante a caminhada.
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Figura 19: Analise do tempo empregado a deambulagéo no teste to campo aberto. Todos os grupos apresentaram
diferencas em relacdo a linha de base em todos os tempos de sobrevida investigados, exceto os animais tratados
com CMMOs e Minaciclina ao sétimo dia, que também diferiram entre si. No grupo Minaciclina, a melhora foi
evidenciada pelas comparagBes intragrupais em relagdo a sobrevida (*Comparacdo com linha de base;
#Comparacdo com Salina; Comparagdo intergrupos no sétimo dia; Comparago intragrupo Minociclina; * ou p

< 0,05 — ANOVA/ Tukey).

4.8.4 Comportamento de levantar-se

Nos investigamos o comportamento do animal em erguer-se na caixa de teste,
apoiando-se na parede da mesma. Ap6s a isquemia, houve uma diminuicdo da taxa de
levantar-se em animais de todos os grupos experimentais, em relagdo a linha de base (Figura
20). Ao sétimo dia pds-isquemia, os animais tratados com CMMOs ou minociclina ndo
diferiram da linha de base. O grupo tratado com minociclina apresentou melhora em relagdo
ao grupo controle tratado com solug&o salina (Figura 20).

O grupo isquémico sem conduta terapéutica foi comparado com os tratados, resultando
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em diferenca estatisticamente significativa apenas com o Minociclina ao sétimo dia. Os
tratados com minociclina apresentaram melhora em fungdo do tempo e mostraram-se
superiores aos tratados com CMMOs ao sétimo dia, ap6s a inducdo isquémica, embora este

altimo grupo tenha também melhorado do primeiro ao sétimo dia (Figura 20).
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Figura 20: Analise do comportamento de levantar-se no teste to campo aberto. Todos 0s grupos apresentaram
diferencas em relacdo a linha de base, em todos os tempos de sobrevida investigados, exceto os animais tratados
com CMMOs e Minociclina ao sétimo dia, que também diferiram entre si (*Comparagdo com linha de base;
#Comparacdo com Salina; Comparagéo intergrupos no sétimo dia; +Comparacdo entre minociclina e CMMOs;

p <0,05 — ANOVA/ Tukey).

4.8.5 Autolimpeza

Com a finalidade de avaliar os animais em uma atividade funcional e rotineira,
mensurou-se 0 comportamento de autolimpeza. O tempo despendido com a autolimpeza foi
menor em todos 0S grupos experimentais e em todos os tempos de sobrevida em relacdo a

linha de base (Figura 21).
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Ao primeiro dia do teste, os ratos tratados com minociclina apresentaram desempenho
superior aqueles submetidos apenas a injecdo de salina, ou aos outros animais tratados com
CMMOs (Figura 21). Ao terceiro de teste, todos os ratos demonstraram comportamento
similar, com excecdo dos tratados com CMMOs que apresentaram um tempo maior de
autolimpeza em relagdo aos ratos tratados com minociclina, pois o primeiro teve melhor
rendimento, enquanto que no dia 7 ndo houve diferencas entre 0s ratos apds inducgdo

isquémica, indenpendente da terapéutica empenhada.
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Figura 21: Analise do comportamento de autolimpeza no teste to campo aberto. Todos 0s grupos apresentaram
diferencas em relagdo a linha de base em todos os tempos de sobrevida investigados. Os animais tratados com
minociclina apresentaram desempenho melhor que os que receberam solugédo salina e CMMOs, ao primeiro dia.
Em contrapartida, ao terceiro dia os animais tratados com CMMOs foram melhores aos que receberam
minociclina (*Comparacdo com linha de base; #Comparagdo com Salina;+Comparagdo entre CMMOs e

minociclina; p < 0,05 — ANOVA / Tukey).

5. DISCUSSAO
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Na presente dissertacdo, realizou-se indugdo isquémica no estriato de ratos adultos
através de microinjecdes de ET -1 a fim de investigar os efeitos isolados das células
mononucleares da medula éssea, transplantadas 1 dia apdés o AVENC experimental, e da
tetraciciclina minociclina no tecido lesionado. Foram avaliados os seguintes pardmetros: area
de leséo isquémica, ativagdo microglial, protecéo de neurdnios, morte celular programada e
recuperagdo funcional. Observou-se que ambas as terapias utlizadas induziram neuroprotecéo
e recuperacdo funcional. A terapia celular exibiu melhores resultados na reducdo da ativacao

microglial e da morte celular programada, de maneira significativa.

51. O MODELO EXPERIMENTAL E A INDUCAO DE ISQUEMIA FOCAL EM
RATOS ADULTOS

Foram injetados 80 pmol de ET — 1 no estriato dos animais com a finalidade de
provocar lesdo isquémica focal e transitoria, considerando que a isquemia encefalica pode se
apresentar de varias formas, dependendo do tipo ou da gravidade do comprometimento
circulatério (HOSSMANN, 2008).

A escolha deste modelo objetivou a indugéo de um infarto focal, considerando-se a
alta frequéncia deste evento patoldgico em humanos, o que possibilita a implementacéo de
estratégias futuras para o tratamento de pacientes com doenga cerebrovascular (DOS
SANTOS et al., 2007; SOUZA-RODRIGUES et al., 2008; FRANCO, 2009; CARDOSO,
2010)

Considerando que em torno de 65% dos AVENCs por ocluséo vascular apresentam
lesGes no territdrio de irrigacdo da artéria cerebral média, incluindo os nucleos da base,
supridos pelas artérias lenticulo-estriadas, escolheu-se realizar a isquemia focal diretamente
no estriato, considerando que os danos causados pelo modelo de ocluséo da artéria cerebral

media apresentam variacfes na area de lesdo produzida e nos défitis sensériomotores. Isto
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pode ocorrer pela oclusdo do lumen de outras artérias (HOSSMANN, 2008; WINDLE et al.,
2006; PEELING et al., 2006; DITTMAR et al., 2003).

Além do exposto acima, no modelo de ocluséo da artéria cerebral média pode ocorrer
dano em locais ndo usuais ao que ocorre no AVENC humano, além do carater altamente
invasivo da cirurgia para a introducdo do filamento, o que gera grande mortalidade nos
animais (SHARKEY, BUTCHER, 1995; DITTMAR et al., 2003).

Ao passo que no modelo de lesdo isquémica focal por microinje¢des de ET-1, o
potente efeito vasoconstritor do peptideo produz reducdo local do fluxo sanguineo,
produzindo lesdo isquémica restrita ao sitio de inje¢do, com menor invasividade. Outras
vantagens correspondem ao fato da diminuigdo do fluxo sanguineo induzida pela injecdo de
ET-1 embora rapida, ndo seja imediata, e ainda, a reperfusdo ocorrer depois de muitas horas,
0 que sdo caracterisiticas presentes no AVENC em humanos (PEELING et al., 2006;

DURUKAN & TATLISUMAK, 2007; BIERNASKIE et al., 2001).

52. O TRATAMENTO COM CMMOs DIMINUI DE FORMA MAIS SIGNIFICATIVA A
ATIVACAO MICROGLIAL DO QUE A MINOCICLINA APOS ISQUEMIA ESTRIATAL
Os resultados mostram que o transplante intraestriatal de CMMOs induz um efeito
supressor sobre a ativagdo microglial/macrofagica, inclusive superior ao observado pela
minociclina (YRJANHEIKKI et al., 1999; FRANCO, 2009; CARDOSO, 2010). Este
resultado foi revelado pela reducdo significativa no niamero de células ED1+. Este resultado
confirma e estende achados anteriores que sugerem que as CMMOs possuem um potente
efeito anti-inflamatério e imunomodulador em modelos experimentais de AVENC. Resultados
similares foram observados com outros tipos de células-tronco em tecidos neurais e nao
neurais (BRENNEMAN et al., 2010; KEIMPEMA, et al.,, 2009; SCHWARTING et al.,

2008; FRANCO et al., 2009; CARDOSO et al., 2010; CAPONE et al., 2007; JUNG, 2010).
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Em resultados prévios do nosso grupo, mostramos que o transplante intravenoso de
CMMOs, apos isquemia focal do cortex motor ou do estriato de ratos adultos, induz
neuroprotecdo e reduz significativamente a ativacdo microglial/macrofagica no tecido
isquémico (FRANCO, 2009; CARDOSO, 2010). Neste estudo, ampliou-se estes resultados
prévios modificando a rota do transplante, investigando os efeitos da CMMOs através de
transplante intraestriatal. Uma andlise comparativa destes experimentos sugere que os efeitos
anti-inflamatorios, neuroprotetores e sobre a recuperagéo funcional s&o mais intensos quando
o transplante de CMMOs é realizado diretamente no parénquima neural por haver maior
concentracao de células no local de lesdo, e estas, por sua vez, ao serem transplantadas tecido,
continuam exibindo a acdo de liberar fatores de crescimento e varios componentes da matriz
extracelular, que realizam na medula ¢ssea, por meio da adaptacdo do seu perfil de expresséo
ao tecido “anfitrido”, favorecendo a liberacdo de fatores tréficos, como o BDNF (do inglés
brain derived neurotrophic factor) e o NGF (do inglés nerve growth factor), em maior escala.
O BDNF age propiciando a sobrevivéncia dos neurdnios preexistentes, pois estimula a
expressdo da citocina anti-inflamatéria IL — 10, além do crescimento e diferenciacdo de
células jovens, enquanto o NGF reduz a ocorréncia de apoptose (JIANG et al., 2011; HUANG
& REICHARDT, 2001).

Em virtude disso, o transplante de 1x10° CMMOs diretamente no estriato, 24 horas
apods isquemia, reduziu 20% a mais a &rea de lesdo do que o transplante endovenoso proposto
por Franco (2009), tendo em vista sua disponibilidade no tecido e a possibilidade de modular
a resposta inflamatdria desde a fase aguda em funcédo do tempo de sua administracéo, ja que o
mesmo o transplante intraparenquimatoso, realizado 7 dias ap6s a indugéo isquémica pode
ndo ser eficiente na redugdo da éarea de infarto, como fora encontrado por Andrews et al
(2008).

Em virtude do AVENC geralmente ser seguido por uma resposta inflamatéria aguda e
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prolongada no tecido nervoso, mais pronunciada no centro do infarto, poderia haver uma
répida degradacdo das celulas transplantadas na &rea de lesdo. Entretanto, as CMMOs
transplantadas modulam este ambiente inflamatério facilitando suas proprias agdes e,
certamente, contribuindo para neuroprotecdo (JIANG et al., 2011; SARNOWSKA et al.,
2009; KEIMPEMA et al., 2009; SCHWARTING et al., 2008; CAPONE et al., 2007).

Alguns estudos sugerem que estas células podem liberar fatores de crescimento,
essenciais para o reparo tecidual, e para aumentar a angiogénese por meio da indugédo da
resposta neovascular por ingeréncia da angiopoietina-1, o que resulta em significativo
aumento do fluxo sanguineo para a &rea isquémica, melhorando a inflamacéo e favorecendo o
reparo (CHEN et al., 2002, 2003; CHO et al., 2010; CHEN et al., 2011; CHEN et al., 2003;
CUlI et al., 2008).

Assim, a liberacdo de fatores de crescimento angiogénicos pode influenciar na redugéo
do processo inflamatorio, a exemplo do VEGF (do inglés vascular endothelial growth factor),
0 FGFb (do inglés fibroblastic growth factor basic) e a angiopoietina-1, que influenciam a
maturagdo e manutencdo do sistema vascular, e sdo sintetizados pelas CMMOs (AL-
KHALDI et al., 2003; CUI et al., 2009; MIKI et al., 2007). Além da capacidade angiogénica,
as CMMOs podem promover sinaptogénese e neurogénese no tecido encefélico lesionado, e,
propiciar a recuperagdo funcional apés AVENC, por meio de vias diversas de transplante
(CHEN et al., 2001; BONILLA et al., 2009; OPYDO-CHANEKA & ABROWSK, 2011).

Além da terapia celular, inimeras intervencdes tém sido desenvolvidas para controlar
a microglia relacionada a inflamacdo (HELDMANN, 2011; HOEHN, 2005; LOANE &
BYRNES, 2010). Recentemente, a minociclina vem sendo investigada como um agente
neuroprotetor apds AVENC (LAMPL et al., 2007; FAGAN, 2010) e em diversas desordens
neurais humanas (LeWITT, 2004; YONG, 2004). Na presente dissertagéo, observou-se que a

minociclina induziu diminuicdo da ativacdo microglial, tal qual descrito anteriomente

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

(YRJANHEIKKI et al., 1999; GUIMARAES et al., 2010).

Os beneficios da minociclina estdo relacionados a acbes pleiotropicas, que incluem
protecdo mitocondrial e inibi¢do das caspases 1 e 3, minimizando efeitos apoptdticos, inibi¢do
de vias bioguimicas de metaloproteinases, além da inibicdo microglial. A protecdo tecidual,
obtida pela inibigdo microglial, € também relacionada & diminuicéo da liberagdo de TNF- a ¢
outras citocinas nestas células gliais. Outro importante mecanismo de a¢éo da minociclina é a
inibicdo da proteina 1 do grupo de alta mobilidade (HMGBL, do inglés, high-mobility group
box 1), que age como uma citocina e é fundamental para as a¢fes inflamatdrias das células

microgliais (HAILER, 2008; KIM et al., 2009; HAYAKAWA et al., 2008).

5.3 0OS TRATAMENTOS COM CMMOs E MINOCICLINA DIMINUEM A AREA DE

LESAO APOS ISQUEMIA ESTRIATAL

A partir do célculo da éarea de leséo pelo software ImageJ, observou-se que as duas
abordagens terapéuticas usadas foram eficazes na reducdo da area de infarto isquémico. A
reducdo da area de infarto foi de 67,75% nos animais tratados com CMMOs e 69,1% nos
tratados com minociclina, sem diferenca estatistica entre os tratamentos. Estes resultados
confirmam estudos prévios, em que o bloqueio microglial com minociclina (YRJANHEIKKI
et al.,, 1999) ou o tratamento com CMMOs (PAVLICHENKO et al.,, 2008; GIRALDI-
GUIMARAES et al., 2009) diminuem consideravelmente a &rea de infarto apds oclusdo da
artéria cerebral media.

Uma possibilidade interessante, € que o tratamento concomitante com minociclina e

CMMOs possuam efeitos sinérgicos. Estudos recentes do nosso grupo sugerem que 0
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tratamento concomitante de minociclina com transplante intravenoso de CMMOs apresenta
efeitos sinérgicos apds lesdo isquémica do cdrtex motor (FRANCO, 2009) e do estriato
(CARDOSO, 2010). Esta possibilidade deve ser verificada em investigagdes futuras apos

transplante intraestriatal, como realizado no presente estudo.

5.4 O TRANSPLANTE INTRAESTRIATAL DE CMMOs E O TRATAMENTO COM

MINOCICLINA INDUZEM NEUROPROTEGAO APOS ISQUEMIA ESTRIATAL

Como mostrado nesta e em nossas investigagdes prévias, (SOUZA-RODRIGUES et
al., 2008) microinjecbes de ET-1 induzem perda neuronal massiva apds isquemia estriatal.
Neste estudo, observou-se que o bloqueio microglial com minociclina e o transplante de
CMMOs induzem preservacdo neuronal, avaliada quantitativamente pela contagem do
nimero de células NeuN+. Estes resultados sugerem que a modulagdo da ativagdo microglial
no ambiente isquémico, na fase aguda ap6s AVENC estriatal, favorece a protecdo de
neurdnios estriatais.

Em um estudo recente, observamos que o tratamento com a minociclina preserva a
substancia branca ap6s lesdo aguda do estriato de ratos adultos induzida por microinje¢des de
NMDA (GUIMARAES et al., 2010), o que concorda com os resultados da presente
investigacdo. Aléem disso, como discutido anteriormente, o bloqueio microglial com
minociclina induz conspicua preservacdo tecidual no cortex frontoparietal e estriato de ratos
adultos submetidos & oclusdo da artéria cerebral média (YRJANHEIKKI et al., 1999). Tal
qual comentado previamente no tdpico a cerca dos efeitos anti-inflamatdrios das terapias
utilizadas nesta investigagdo, estudos futuros devem investigar possiveis efeitos
neuroprotetores das terapias aplicadas concomitantemente, em diferentes tempos de
sobrevida. Esta preservacdo neuronal decorrente das duas terapias empregadas pode ser

conseguida através da acdo anti-inflamatoria e/ou imunomodulatéria das células microgliais,
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como descrito anteriormente. Inimeros estudos sugerem que a modificagdo do microambiente
neural pode minimizar a perda neuronal e aumentar a sobrevivéncia de neurénios na regido
peri-infarto. Hamby et al., (2007) mostraram que a inibi¢do microglial com PJ34, um inibidor
de poli(ADP-ribose) polimerase, reduz a perda neuronal no hipocampo em até 84%, em um
modelo de isquemia global. Assim como, imunomoduladores, como a ciclosporina A, sdo
neuroprotetores e induzem maior sobrevivéncia de alguns tipos de células-tronco
transplantados ap0ds isquemia experimental (HAILER, 2008; MOSKOWITZ et al., 2010;
ROTA NODARI, 2010).

Os mecanismos da acgéo neuroprotetora das CMMOs foram anteriormente discutidos,
sob a perspectiva de seus efeitos anti-inflamatérios (BRENNEMAN et al., 2010; JUNG,
2010; SCHWARTING et al., 2008; CHOPP et al., 2009). Estes efeitos anti-inflamatorios e/ou
imunomoduladores podem ter contribuido para a preservacdo neuronal relatada no presente
estudo. Em estudos recentes no nosso grupo, observou-se conspicua preservacdo neuronal
apds transplante intravenoso de CMMOs 24 horas ap0s isquemia focal do cortex motor
(FRANCO, 2009) ou estriato (CARDOSO, 2010). A neuroprotecdo foi aumentada apos
tratamento concomitante de transplantante de CMMOs e minociclina (FRANCO, 2009;
CARDOSO, 2010), indicando que a modulacdo do ambiente inflamatdrio facilita as acdes
terapéuticas das CMMOs transplantadas. Estes resultados s&o corroborados por trabalhos
anteriores que mostram que a modulagdo da ativagdo microglial por minociclina favorece a
sobrevivéncia de progenitores de oligodendrdcitos transplantados na medula espinhal de ratos
predispostos geneticamente a sofrerem desmielinizagcdo ou de neur6nios fetais de porco
transplantados no estriato de ratos ndo lesionados. E ainda, a minociclina pode apresentar,
além da classica acdo sobre a ativagdo microglial, um mecanismo de acdo sobre o
recrutamento de linfécitos, o que ja havia sido descrito para a ciclosporina (ROTA NODARI,

2010; MICHEL-MONIGADON et al., 2010).
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Muitos estudos tém demonstrado que as CMMOs migram no tecido encefalico
lesionado quando transplantadas sistematicamente ou localmente, e exibem efeitos parécrinos
que podem ser subjacentes aos beneficios terapéuticos da terapia com CMMOs (AL-KHALDI
et al., 2003; CHEN et al., 2001, 2004, 2003a; HOSSMANN, 2006; CUI et al., 2009). As
CMMOs transplantadas podem aumentar sinais endégenos que aumentem o remodelamento
neurovascular, contribuindo para o aumento da neurogénese enddgena apds AVENC
(SNAPYAN et al., 2009),

Assim como, a inducdo da neuroprotecdo pelas CMMOs também pode estar
relacionada ao aumento da angiogénese e a arteriogénese através da liberacdo de fatores de
crescimento, proteases e quimiocinas, como o TGF — 3, o FGFb, VEGEF, ¢ o fator 1 derivado
do estroma (SDF1, do inglés stroma derived factor 1) (BORLONGAN et al., 2004,
CAPLAN, 2009; da SILVA MEIRELLES et al., 2008). Estes fatores regulam a proliferacéo,
migracéo das células progenitoras endoteliais e musculares lisas (CUI et al., 2008), além do
remodelamento estrutural do compartimento, e, consequentemente, da elevacéo da circulagéo
encefalica, favorecendo a preservacdo tecidual extracelular (AL-KHALDI et al., 2003;
BORLONGAN et al., 2004; HOSSMANN, 2006), propiciando a neovascularizacdo (SHYU

et al., 2008).

5.5.EFEITO ANTI-APOPTOTICO DO TRANSPLANTE INTRAESTRIATAL DE CMMOs

E DA MINOCICLINA APOS ISQUEMIA ESTRIATAL

Nesta dissertagéo, verificou-se que as abordagens terapéuticas investigadas reduziram
a ocorréncia de morte celular programada apds isquemia focal, avaliada pela diminuicdo no
nimero de células caspase-3+ no estriato isquémico. Os resultados mostraram que o

tratamento com CMMOs induziu uma reducdo mais expressiva do nimero de células
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apoptoticas no estriato isquémico do que a minociclina.

Em um estudo recente do nosso grupo, observou-se que o transplante intravenoso de
CMMOs e o tratamento com minociclina reduziram o nimero de células caspase-3+ ap06s
isquemia focal do cortex motor (FRANCO, 2009), o que corrobora com os achados desta
dissertagdo. No estudo de Franco (2009), o tratamento concomitante com CMMOs e
minociclina provocou uma diminui¢cdo mais pronuncada no nimero de células apoptoticas,
quando comparada aos tratamentos isolados. Em estudos futuros, deve-se investigar se o
tratamento concomitante, de CMMOs transplantadas localmente e minociclina, possui efeitos
sinérgicos sobre o padrdo de morte celular programada apés transplante intraestriatal de
CMMOs.

Outros autores relatam que o tratamento com CMMOs em cultura organotipica de
hipocampo com privagdo de oxigénio e glicose também provoca redugdo no numero de
células caspase-3+. O transplante intravenoso de células mesenquimais ou do estroma da
medula 6ssea, um componente importante da fracdo mononuclear, também reduz apoptose
neuronal ap6s oclusdo da artéria cerebral média em roedores. Como no presente estudo, a
reducdo das células apoptdticas ocorreu principalmente na regido peri-infarto. A liberacdo de
fatores troficos como bFGF e VEGF parecem ser responsaveis pelos efeitos anti-apoptéticos
das células tronco adultas transplantadas (SARNOWSKA et al., 2009; DENG et al., 2010;
CHEN et al., 2003)

Inimeros estudos sugerem que a minociclina reduz a morte celular programada apés
desordens neurais agudas, incluindo isquemia (MATSUKAWA, et al., 2009), lesdo
excitotoxica hipocampal (HEO et al., 2006) e trauma da medula espinhal (STIRLING et al.,
2004). A minociclina reduz a morte celular programada de neurdnios na penumbra isquémica
apds oclusdo da artéria cerebral média em roedores (HAYAKAWA et al.,, 2008). Esta

tetraciclina exerce suas agdes nas duas vias de morte celular apoptdtica — a via caspase-
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dependente e a via caspase-independente (HEO et al., 2006). O mecanismo primario de sua
acdo anti-apoptdtica € a inibicéo direta da liberacdo do citocromo c pela mitocéndria, o que
estd relacionado com a ativagdo da caspase-3, quando em concentrages entre 20 e 100 mg
(MATSUKAWA, et al., 2009; KIM & SUH, 2009). No entanto, como sugerido por
Matsukawa et al. (2009), os efeitos parecem ser dose-dependentes, considerando que doses
em torno ou maiores que 100 mg/kg parecem ndo induzir neuroprotecdo, e ao contrario,
contribuir para lesdo tecidual, o que foi considerado nesta pesquisa, visto que utilizou-se a
dose de 50 mg/kg.

Na presente dissertacdo, mostrou-se que o transplante de CMMOs diretamente no
estriato foi mais eficaz na diminuicdo de células caspase-3+ do que a minociclina. A maior
eficicia do transplante de CMMOs pode estar relacionada ao fato de que estas células s&o
veiculos liberadores de fatores neurotréficos, o que pode contribuir para maior preservagao
neuronal e, consequentemente, menor incidéncia de apoptose (CHOPP et al., 2009;
SARNOWSKA et al., 2009). Como ja relatado, inimeros estudos sugerem que as CMMOs
liberam diversos fatores tréficos, incluindo VEGF (MIKI et al., 2007), BDNF (NOMURA et
al., 2005), GDNF (do inglés glial derived neurotrophic factor) (HORITA et al., 2006) e

angiopoetina-1 (ONDA et al., 2008).

5.6.EFEITO DO TRANSPLANTE INTRAESTRIATAL DE CMMOs E DO TRATAMENTO
COM MINOCICLINA SOBRE O PADRAO SENSORIO-MOTOR E A ATIVIDADE

MOTORA EXPLORATORIA DE RATOS ISQUEMICOS

A analise dos testes comportamentais revelou que tanto o tratamento com minociclina,

como o transplante de CMMOs melhoraram o desempenho sensério-motor dos animais

isquémicos comparativamente aos animais controle. Estes resultados estdo de acordo com
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estudos recentes do nosso grupo, que utilizaram transplante intravenoso de CMMOs ap6s
lesGes isquémicas do cortex motor (FRANCO, 2009) e estriato (CARDOSO, 2010). QOutros
autores relataram, isoladamente, os efeitos da minociclina (LIU, 2007; HEWLETT &
CORBETT, 2006) ou das CMMOs (CHEN et al., 2003; CHO, 2010; GUTIERREZ-
FERNANDEZ et al., 2011) sobre a recuperagéo funcional de animais isquémicos, mas poucos
estudos compararam os efeitos destas diferentes abordagens, no mesmo modelo experimental
(FRANCO, 2009; CARDOSO, 2010).

No teste de remogdo do adesivo, ao se avaliar o desempenho das patas direita e
esquerda, observou-se déficit no hemicorpo direito, no primeiro e terceiro dia de teste, para 0s
grupos tratados com salina estéril e minociclina, ao passo que no sétimo dia, 0s animais
tratados com minociclina apresentaram melhora funcional.

Vale ressaltar que a avaliagdo da atividade sensdrio-motora dos membros superiores
faz-se imperativa, pois 0 comportamento motor, fundamental para o desempenho das
atividades rotineiras, deve ser priorizado na avaliacdo dos desfechos do AVENC, enfatizando-
se, a mensuracdo da fungdo de manipulagdo (CHO, 2010). Os resultados deste estudo
demonstram a recuperagdo funcional do quadrante superior do corpo. Sendo que torna-se
relevante, visto que cerca de 85% dos pacientes que tiveram AVENC, 55 a 75% podem
apresentar déficit funcional no membro superior ainda apés trés meses, caso ndo recebam
conduta terapéutica adequada, e a melhora funcional no membro superior parético é
principalmente determinada pela facilitagdo do movimento da méo parética (KWAKKEL &
KOLLEN, 2007; CAROD-ARTAL et al., 2009).

A ciéncia basica tem melhorado o entendimento sobre os mecanismos adjacentes a
recuperacdo funcional apés lesdo encefalica, e iniciado a identificacdo de estratégias que
facilitem esses mecanismos — a exemplo do treinamento intensivo dos membros superiores

em atividades bimanuais (NUDO et al., 1996, TAUB et al., 2002; LUFT et al., 2004, WOLF
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et al., 2006), como é exigido para a remogao do adesivo durante o teste realizado na presente
dissertagao.

No que tange a atividade exploratdria dos ratos, verificou-se que aqueles tratados com
CMMOs e minociclina ndo apresentaram bradicinesia, quando comparados com 0s animais
que receberam apenas solucdo salina estéril. Em pacientes com lesdo isquémica encefalica, os
déficits motores impactam diretamente sobre a capacidade funcional, socializacdo e qualidade
de vida, o que sucinta a implementacdo de intervencdes de reabilitacdo e tratamentos
especificos que facilite o convivio no meio social (HOBART et al., 2002; CAROD-ARTAL et
al., 2009). Os resultados aqui apresentados sugerem que a terapia celular com CMMOs e a
minociclina séo abordagens promissoras para garantir a estabilidade funcional na capacidade
de iniciacdo de movimentos.

Ainda em relagdo a funcionalidade, deve-se considerar a possibilidade de autonomia
dos pacientes, durante suas atividades de vida diaria, ap6s o AVENC. Por conseguinte, a
execucéo das tarefas habituais de forma semi-independente ou independente se configura num
importante critério para a qualidade de vida desses pacientes. Com base nisso, esta pesquisa
investigou nos comportamentos de levantar-se, autolimpeza, e deambulagéo (tanto o tempo
empregado para esta atividade quanto a distancia percorrida) no teste do campo aberto. Os
resultados mostraram que 0s animais isquémicos tratados com salina estéril apresentaram
piores desempenhos em relagdo aos tratados com CMMOs e minociclina. Este achado possui
vasta importancia clinico-funcional, quando se considera que os déficits motores e sensoriais
podem comprometer as atividades de vida didria e o autocuidado dos pacientes

(GUTIERREZ-FERNANDEZ et al., 2011).

5.7 O PAPEL NEUROPROTETOR DA MICROGLIA
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Neste estudo, por diversas vezes, enfatizou-se o papel prejucial das células microgliais
apods isquemia. No entanto, a funcdo microgial é extremamente complexa e, diversos estudos
sugerem que estas células gliais podem desempenhar tanto papéis benéficos como papéis
prejudiciais apés isquemia e outras doengas do SNC (SCHWARTZ et al., 2006; BLOCK &
HONG, 2007; HAILER et al., 2008). Apos isquemia, as células microgliais podem liberar
fatores tréficos como IGF-1 e citocinas anti-inflamatdrias, tais como IL-4, que podem
controlar o ambiente inflamatorio e propiciar a neuroprotecdo (LALANCETTE-HEBERT et
al., 2007; NEUMANN et al., 2006). Estas células gliais também podem fagocitar neutréfilos
apds isquemia experimental, induzindo considerdvel neuroprotecdo (NEUMANN et al.,
2008). Além disso, as celulas microgliais parecem contribuir para a neurogénese endgena no
encéfalo adulto, modulando a sobrevivéncia e a producéo de progenitores neurais, liberando
fatores neurotréficos, como IGF-1 (THORED et al., 2009; BATTISTA et al., 2006;

EKDAHL et al., 2003; NEUMANN et al., 2006).

Os resultados apresentados acima alertam para o fato que o bloqueio completo da
ativagéo microglial ndo é uma abordagem terapéutica adequada, porque, neste caso, os efeitos
benéficos das células microgliais também seriam inibidos. A modulagdo microglial pode ser
uma abordagem apropriada, ja que os efeitos prejudiciais seriam inibidos, enquanto que os
efeitos benéficos, maximizados. Acredita-se que a fragdo mononuclear da medula dssea
contenha progenitores de células microgliais benéficas com grande capacidade de liberar
fatores troficos e citocinas anti-inflamatorias. Esta hipdtese € apoiada por investigacoes
recentes (SHECHTER et al., 2009). Segundo esta hipdtese, a minocilina modularia
especificamente os efeitos deletérios de células microgliais, o que explicaria, parcialmente,
seus efeitos neuroprotetores. No entanto, como discutido anteriormente, outros efeitos
pleiotrépicos desta tetraclina poderiam ser responséveis pelos efeitos neuroprotetores. A

explicagéo desta agdo dupla da funcédo microglial deve ser estabelecida em estudos futuros.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

e Microinjecfes de 80 pMol de ET-1 no estriato de ratos adultos produzem
isquemia focal com alteragbes histopatologicas e neurocomportamentais

evidentes;

e O tratamento com minociclina ou CMMOs inibiu a ativagdo microglial, mas
este fendmeno foi mais expressivo apos transplante de CMMOs, o que sugere

um importante papel imunomodulador destas células;

e Ambos os tratamentos induziram neuroprotegdo evidenciada pela diminuigdo
da area de lesdo e do nimero de células apoptoticas, e maior preservagao

neuronal;

e As abordagens terapéuticas investigadas melhoraram a recuperagédo funcional
dos animais isquémicos em relacdo aos animais controle, o que foi revelado
pela utilizacdo de testes comportamentais especificos para a avaliagdo da

funcdo sensdrio-motora;

Estudos futuros, utilizando tempos de sobrevida mais prolongados, apés o bloqueio
microglial, sdo necessarios para a averiguacdo se os efeitos encontrados sdo duradouros.
Outras investigacOes também sdo necessarias para observacdo dos efeitos concomitantes da
terapia celular com o tratamento com minociclina. Neste caso, pode haver um sinergismo das

acOes destas duas abordagens neuroprotetoras e imunomodulatérias
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ANEXO |
PROTOCOLO DE IMUNOHISTOQUIMICA

As seccg0es retiradas do freezer a -20°C, foram secas em estufa a 37°C durante 30

minutos e foram submetidas ao seguinte protocolo adaptado de Gomes-Leal et al, 2005:

1. Lavagem com em PBS por 3 mimutos;

2. Pré-tratamento em tampdo borato (0,2M, pH 9,0; Nuclear®) em uma temperatura
constante de 60°C, durante 25 minutos. Apds esse tempo, permaneceram na solucéo
por mais 20 minutos para esfriamento em temperatura ambiente;

3. Lavagem em PBS por 3 minutos;

4. Imersdo em solugdo metanol (QEEL) a 1,0% de perdxido de hidrogénio (30%; H,O-,
Merck), na proporcéo de 1ml de H,O, para cada 100ml de alcool metilico);

5. Lavagem em trés tempos, de 3 minutos cada, em solucdo PBS/Tween (0,05%; Sigma-
Aldrich);

6. Incubacéo em soro normal de cavalo, para os anticorpos anti-NeuN, anti-ED1, ou em
soro normal de cabra para anti-caspase-3, em cdmara Umida por um periodo de 1 hora.
Os soros foram diluidos em PBS, numa proporgéo de 1:9;

7. Colocacao nos respectivos anticorpos primarios para incubacéo over night;

8. No dia seguinte, iniciou-se com 3 tempos de lavagem em PBS/Tween, com duragéo de
3 minutos cada;

9. Incubagéo por 2 horas em anticorpo secundério: anti-camundongo feito em cavalo
(1:100; Vector) para os primarios NeuN e ED1 (1:100, Serotec); anti-coelho feito em
cabra para o primério Caspase-3 (1:200, Promega);

10. 3 lavagens de 3 minutos em PBS/Tween;

11. Incubagdo em Complexo Avidina-Biotina peroxidase (Vector, kit ABC Vectastain®)
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pelo periodo de 2 horas;

12. 4 lavagens em PBS/Tween por 3 minutos;

13. Revelagdo - realizada com diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich) como
cromoégeno, numa solugdo pré-montada (125mg DAB; 250ml de PB 0,1M, pH 7,2 -
7,4 e 130 pl de H,0y);

14. Lavagem das sec¢des em PB 0,1 M (pH 7,2 — 7,4) por 2 minutos;

15. Desidratagdo em bateria de alcoois de concentragdo crescente (70, 80 e 90% por 01
minuto em cada e alcoois absolutos (100%) por um minuto e trinta segundos;

16. Diafinizagdo em Xilol;

17. Montagem das laminas com Entellan (Merck®).
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ANEXO 11

PROTOCOLO DE APROVACAO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM
ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

PARECER B100030-09

Projeto: BLOQUEIO DA ATIVACAO MICROGLIAL PARA A MAXIMIZACAO
DOS EFEITOS NEUROPROTETORES DE CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS
DA MEDULA OSSEA TRANSPLANTADAS APOS ACIDENTE VASCULAR

ENCEFALICO EXPERIMENTAL

Coordenador: Prof. Dr. Walace Gomes Leal
Area Tematica: Biologia

Vigéncia: 01/2009 a 01/2012

NO no CEPAE-UFPA: BIO0030-09

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
investigacao e de alto teor cientifico justificando a utilizacdo do modelo animal proposto. Os
procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais e internacionais para
tratamento e manipulacdo de animais de experimentagdo. Portanto, 0 CEPAE, através de seu
presidente, no uso das atribuicdes delegadas pela portaria NO 1568/2005 do Reitor da
Universidade Federal do Para, resolve APROVAR a utilizagdo de animais de experimentacédo
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, 12 de dezembro de 2009

W, o |

Presidente do Comité de Etica Em Pesquisa

Com Animais de Experimentagdo da Universidade Federal do Para
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